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ANOTACE

Cilem této prace je vypracovatighled o vyznamnych a Slechtitelsky zajimavych
kandidatnich genech, oviivjicich mi€nou uzitkovost a kvalitativni parametry mléka,
s dirazem na geny asociované s mnozstvim a kvalitodnydé proteiri a ml&ného tuku.

Kli ¢éova slova:skot, mléko, slozeni mléka, polymorfismus, kantidgen

ANNOTATION

The aim of this thesis is to make an overview opamant candidate genes affecting milk
yield and milk quality parameters, with an emphasigenes associated with the quantity and
quality of milk proteins and milk fat.

Keywords: cattle, milk, composition of milk, polymorphismardidate gene
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1. Uvod

Produkce miléka je jednim z hlavnich uzitkovychésdmu hospodéskych zvfat.
Rozdily v produkci a sloZzeni mléka jsou drutiapecifické a jsou podminy predevsim
geneticky. V mirném klimatickém pasmu je bezespwjvyznamgjSim producentem mléka
skot neboli tur doméci Bps tauruy domestikovany savec -cel@ové chovany
pro hospodésky uzitek. V zerddélstvi se vyuziva fedevsim pro maso a mléko, akéve byl
také pouzivan jako pracovni silé pahani ndklatl. Kravské mléko je hodnotnou sloZzkou
lidské potravy, a to nejenderstvém stavu, ale i po zpracovani naamévyrobky - tvaroh,
syry, maslo, smetanu, jogurt apod. (Haug a kol0,720Také ho¥zi maso sesti velké oblik
hlavré v Evrog, Austrélii a Americe a pro 8y vysoky obsah esencialnich aminokyselin,
Zeleza a vitaminu Bje biologicky velmi hodnotné. Produkce mléka je @&konomicky

vyhodrejSi nez vyroba hasziho masa (Zhang a kol., 2008).

Produkce mléka je dana spoligpbenim geneticky determinované schopnosti vgtva
mléko a vliva prostedi. Je slozitou fyziologickou vlastnosti, kteravigh na anatomické
staviz vemene, jeho fyziologické funkci, ale i na stmliady dalSich vnihich faktofi
(predevsim procesy traveni, krevni¢bba Zlazy s hormondlni sekreci). Za dojivost (milk
yield, MY) povaZzujeme mnoZstvi vyprodukovaného ral@a utity ¢asovy usek, produkce
mléka se réni podle délky a padi laktace, podléha tedy #Zmam vyjadenym v lakt&ni
kiivce (Knize a Siler, 1978). U dojnych plemen skgu dojivost hlavnim seleékim
kritériem, dalSim je pak produkce jednotlivych €lkZzmléka a powr mezi nimi. Jde

piredevsim o produkci mé@ého proteinu (protein yield, PY) a tuku (fat yiek).

1.1 Pavod dojenych plemen skotu

Moderni evropska plemena skotu prgpadobré pochézeji z divokého pratura, ktery
byl domestikovan fed vice nez 8000 lety (Beja-Pereira a kol., 2008ut@r a kol., 2010).
Na zaklad porovnani archeologickych vykopavek pratura, mol@i analyzy
mitochondrialni DNA a jednonukleotidovych polymarfii (SNP) bylo zji&no, Ze doSlo
k jedné domestikaci z pratuBos primigenius primigeniuga dnesSnim Blizkém vychsd
(Loftus a kol., 1994). DalSi odtena domestikace, ktera vedla ke vzniku zeBos indicus,

se udala v udolieky Indu z dnes jiz vybelého Bos p. namadicus teti domestikace



probihla prava@podobré na severovychadAfriky z dnes jiz vyniteléhoBos p. opistonomous
(Wendorf a Schild, 1994; Beja-Pereira a kol. 20G&utier a kol., 2010). &em dalSich
nekolika tisic let po této udalosti séguichidci dneSnich plemen ro##iido celého s¥ta. Co
se tye Evropy, prvni Slechtitelé skotu putovali podélkbaskychiek a zaloZili neolitickou
kulturu v Nsmecku a Nizozemi. Dalsi proplouvaligs Stedozemni mie do Italie, Spatiska
a Francie. Bhem &chto migra&nich cest fivezli skot vznikly na Blizkém vychad UvaZuje
se také o zyiném KiZeni s evropskym zubrenBds p. primigenuls ktery zde Zil az
do stedowku. Diky tomuto slozitému vzniku se vyttilovelky pocet plemen siznorodymi
fenotypovymi znaky (Beja-Pereira a kol. 2006; Edigaa kol., 2011).

Na zéklad fylogenetickych studii ifbuznosti evropskych plemen skotu odpovidaji
plemena v drtivé &Sir¢ pripadi geografickému fivodu, &koliv byla Slech&éna na rozdilnou
uzitkovost (Beja-Pereira a kol., 2006; Gautier &,k2010; Edwards a kol., 2011). Na zaklad
analyzy chromozomu Y a mitochondridlni DNA je jedneelkou skupinou nizinny &rveny
skot vyskytujici se v celé Severni Eveopcasténs i ve Spaglisku. Druhou skupinou jsou
plemena h&dého a Zlutého skotu pochazejicitteqevsim z Alp. Dokonce byl zaznamenan i
vliv Maurt na pyrenejském poloostrévkde byla zdejSi plemenaikena s africkym turem
(Beja-Pereira a kol., 2006; Edwards a kol., 20Ijive byla plemena Slechta hlavié
na trojstrannou uzitkovost, a bylo velmileZité, aby se plemeno adaptovalo na klimatické
podminky fiznych oblasti. AZ v poslednich dvou staletich lgdtsza @&elem zvySeni zisku
selektovan na jednotlivé ekonomicky vyznamné zngéigp nap. rast, produkce mléka,
kvalita masa, a proto je dnes ¢8gtji vyuzivano @leni plemen podle typu produkce

na dojend, masna a kombinovana.

Studium gefi podmiujicich mil€nou uzitkovost jsou provédy predevsSim
na plemenech s migou ¢i kombinovanou uzitkovosti. Plemenice dojenéhokati€ho typu
jsou charakterizovany intenzivni latkovoiepenou. ZuzZitkuji velké mnoZstvi objemnych
krmiv, ale jsou narn¢jSi na oSdbvatelskou p&. Vyznatuji se pevnou konstituci, mé&n
robustni kostrou a mensim osvalenirdle$ny ramec rive byt maly az velky. Mezi zakladni
charakteristické znaky patlichobéznikovy tvar &la, velké silg Zilnaté vemeno, Sikmé
ulozeni Zeber, kafetiny jsou malo osvalené, tj. suché&sinou jsou dofe viditelné i kyelni
hrboly (KniZe a Siler, 1978).

Cernostrakaty skot (angl. Black and White Cattlech@zi z niZzinnych plemen
v severovychodnim &mecku a je pedchidcem holStynského plemene, které je
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nejrozstergjSim kulturnim plemenem na &¢. HolStynsky skot vSak vznikl az po roce 1861,
kdy byl ¢ernostrakaty skot importovan veétSim mnozstvi do Severni Ameriky a zde také
vznikl nazev holStynsky skotgkdy téZ holStynsko-frisky skot. Tam byl intenzivélechén

na mi€nou uzitkovost a velkyétesny ramec. Od poloviny dvacatého stoleti se vopvr
zatalo vyuzivat zptného KiZzeni s americkou populaci a tim doslo ke zlep3el&ne
uzitkovosti fady evropskych plemen. Selekce se &ae nejen na vysokou ndgou
uzitkovost, ale i na dobrou plodnost a odolnosttipneastitic€. NejlepSi chovy holStyin
muzeme dnes najit v USA, Kangdizraeli, Francii a Nizozemsku (Felius, 1985). $ial
severoevropskym plemenem s #méu uzitkovosti je ayrshire, vysle€hyy v jihozapadnim
Skotsku. Je mensiho az'estniho &lesného ramce s charakteristickym tierdm bohat
Zilnatého vemene, prostornéhéicha a uzsi z&d Je velmi vhodné k pastevnimu chovu,
protoze je skromné a dlouhiké. Ve Finsku tvii 70 % populace skotu plemena s ¢nlgu
uzitkovosti (lkonen a kol., 1999). ®@lplemena byla vyuzivana ke zusSléotani ceského
strakatého skotu ve druhé polo¥i0. stoleti. V severni Evréyla také ve $Sim mnoZstvi
chovéana plemengrveného skotu, hla¥rdanské, norské a Svédsiervinky. Posledni dobou

jsou vSak z ekonomickychidoda vytlacovany holStynskym plemenem (Felius, 1985).

DalSim znamym migym plemenem je jersey, pochézejici z Jizni Angleejednim
z nejcharakteristi¢jSich dojenych plemen chovanych na celéngté&svKravy vynikaji
uzitkovosti s vysokym obsahem tuku. 2atd maji jemnou konstituci, kratSi hlavu, hluboky
prostorny hrudnik a velké Zlaznaté vemeno. Zbarjewrkloplasové Sedohgdé, jen mulec,
Spikky rohi a paznehty jsoderné (Felius, 1985). Hdy Svycky skot (Brown-Swiss) také
vynik4 vysokou dojivosti a jehoigdchidci pochazeji ze svahAlp, kde bylo mléko
vyuzivano pro vyrobu tradinich syf. OvSem populace tohoto plemene byla dale
zuSlecliovana na mknou uzitkovost ve Spojenych statech americkych ngtgpko
holStynské plemeno (Felius, 1985). Ze zapaghsdti Alp pochazi dalSi zndmé plemeno
simentalsky skot, ktery vynika jak dobryrisstem, tak dojivosti. Pro své dobré vlastnosti byli
diive plemenici simentalexportovani a dali vznik mnoha plentem v Evrog. Podle svého
cervenobilého charakteristického zbarveni maji f@emena fizvisko strakaty skot, nap
"Fleckvieh" remecky, "Pie Rouge" a "Montbeliard" francouzsky amélPezzata Rossa"
italsky. Nazev simental je odvozeny od Svycarskétholi, kde byl pravépodobr tento skot

Slechtn predevsim na kombinovanou uzitkovost (Felius, 198%f8Btti a kol., 2011).

1.2 Studium gernii podmiiujicich mléénou dojivost



Tradicné¢ bylo k Slech&ni plemen skotu vyuzivano fenotypovych ziak Udaj
z rodokmenu. V mnohatipadech to znamena, Ze vysledné potomstvo ma fiepsitypové
hodnoty, v porovnani st@dchozi generaci. Timto jakakoliv sofistikovanéteka pro vylsr
p&icich se jeding skotu, kterd geneticky znasobila nasledujici gerewnvedla k dalSimu
zlepSovani a ekonomickému zisku. Pokud ovSem budedtr@t po genech, které koduji
ekonomicky vyznamné znaky u skotu jako je produkbéka a jeho slozek, bude to némé.
JelikoZ tyto znaky jsou podnminy mnoha navzajemugobicimi geny, tzv. polygeny. Navic
pocet €chto gerd je neznamy a na koti@ém fenotypu se spolupodileji také faktory predit
(Wibovo a kol., 2008). U kvantitativnich znalse také setkavame s interakci genotypu a
prostedi, tj. vzajemnym jsobenim ddicného zaloZeni a podminek. To znamend, Z#éur
genotypy se vizném prosedi budou chovatiaenym zpisobem. V piibéhu zlepSovani
intenzivni zemdélské vyroby a veterinarni pé bylo odstraéno mnoho vlivi prostedi, které
by m¢ly negativni dopad na uzitkovost skotu. AvSak dalStharakteristickym rysem
kvantitativnich znak je jejich chovani v gibéhu dalSich generaci, kde vznikaji Zn&
variabilni fenotypy, na které nelze vyuZit mendali€ zékony. EzZiStm studia lokus
kvantitativnich znak (quantitative trait loci, QTL) se staly statisticknetody. DalSi otazkou
bylo také jejich uloZeni na chromozomech, kterélgtSinou potvrzeno existenci genetické

vazby s geny velkéhainku (KniZe a Siler, 1978).

Studium @di¢nosti kvantitativnich znak u velkych hospoddkych zvfat je
provadno na tzv. ,outbrednich* populacich, které stgpko uclovéka znesnatliji nalezeni
téchto mist klasickymi metodami, jako je mapovani pohgenové vazby. Tim padem jsou
kandidatni geny ménvérohodné pro stanoveni genetického pozadi pépélapecifickych
interakci. Tato situace se v mnohém liSi od modihoratornich zvat, kde jsou dostupné
vysoce ,inbredni“ linie a které maji kratky gen®@ra interval. Pro studie transgera
knockoufi kandidatnich ganmléné dojivosti je pedevsim pouzivan jako geneticky model
mys domaciNlus musculus Je to vyhodny model pro identifikaci vztamezi fenotypem a
genotypem, QTL se zkouma n#je u mysi, a pak se provadi jejich detekce u sk@tn a
kol., 2007; Ogorevc a kol., 2009). Také dostuprkmshpletniho mySiho genomu uninge
srovnani s ostatnimi druhy a identifikaci konzemrgth mist (Guenet, 2005). V stasné
doke existuje u mysi 143 génkteré jsou bdi vypnuté nebo transkribované jako transgeny a

jsou vysledkem fenotyps prokazatelnym vlivem na produkci mléka (Ron kg 2007).

Velky piinos pro identifikaci a charakterizaci loKugvantitativnich znak méla

kompletni sekvenace genomu skotu (Reese a kolQ;20hildres a kol., 2011). Nejt8i
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koncentrace QTL ovlitwjicich dojivost a sloZzeni mléka je na 6. a 14ootozomu. U mnoha
geni byly zjiStny alelické varianty jakozto zny v nukleotidové sekvenci, které zajuji
zmeénu v primérni struktie bilkoviny. To je napklad znamé u gen kodujicich mléné
bilkoviny. Pro jejich charakterizaci se vyuzivempo vzorku mléka, které je po chemickém
oSeteni poustno na fizné typy elektroforetickych gel(nag. SDS-PAGE metoda). Kazdy
protein ma wity naboj a velikost, a tim iznou charakteristickou mobilitu v gelu (Farell a
kol., 2003).

DalSi moZnosti je detekce jednonukleotidovych pasfimmi (SNP) a jejich vyskyt
v populacich skotu, a to bez rozdilu pohlavi. Ttakzvana genotypizace nebolic¢ani
genotypu jedince vramci populace je dnes spolehpvovadna pomoci molekulagn
genetickych metod, jako je nagolymorfizmus délky restrinich fragment (RFLP), kde se
jednonukleotidové zemy promitnou do p#u SeEpenych fragmerit DNA uréenych
restrikknimi  misty, které jsou specifické pro bakterialnhzgmy zvané restrini
endonukléazy. Velmi vhodna metoda identifikace SBHcich i v nekodujicich oblastech
genu je polymerazovéettzova reakce (PCR). Po enzymatickém namnoZefiieho useku
DNA nasleduje bdi Sgpeni restrikni endonukleazou (PCR-RFLP) nebo rdedi
na elektroforetickém gelu pomoci metody polymorfizkonformace jedrietzcové DNA
(SSCP), u které se jedna o identifikaci na z&klemzdilné tvorby sekundarni struktury
jednaettzcové DNA. V neposledrifade mohou byt produkty vzniklé metodou PCR pomoci
modernizované metody sekvenovany (Ausubel, 2002).
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2. Genykodujici mlééné bilkoviny

Kravské mléko obsahuje 6 hlavnich gmgch proteii: 4 kaseiny ¢si-, osz, B-, x-) @ 2
syrovatkove proteiny:a-laktalboumin a p-laktoglobulin. Kaseiny tvid asi 80 % vSech
mléenych bilkovin. DalSimi slozkami mléka jsou v mentife zastoupené, ale velmildzité
imunoglobuliny (A, G, M), bovinni sérovy albuminlaktoferin (Farell a kol., 2004). Geny
pro ml&né bilkoviny existuji viiznych genetickych variantach, které se mathemicky lisi.
Mnoho vyzkumnych praci se zabyvalo asociaci mezitymi genetickymi variantami
mlénych bilkovin a technologickymi vlastnostmi mlékaho sloZzenim a produkci (nap
Heck a kol., 2009). Tyto vysoce polymorfni geny uysaharakterizovany dkolika
synonymnimi a nesynonymnimi mutacemi a celkem jeméaoidentifikovat vice nez 47
variant ml€nych proteii (Dovc, 2000), které jsouttezitym kritériem pro charakterizaci
plemen a jejich diverzity (Lemay a kol., 2009). osti 0 asociaci alel se snizenym obsahem
kaseiri mohou byt vyuzity pro vyrobu mléka se specifickymutricnimi vlastnostmi, nap
hypoalergenni mléko. Na druhou stranu, frekvedchto alel Ize snizit vidrem plemenik
na zaklad DNA analyzy a tim zvySit obsah kaseinu v mléce Zpeaného k vyrob syra.
Pri studiu genetickych variant ndgych bilkovin bylo objeveno, Ze nejde o ndhodnéameity
genech, ale o givé vybrané proteiny, na které viiehu ¢asuclovék selektoval pro svoji
vyZivu a uzitek. Je to podobnyipad jako evoliéné vyhodna schopnost travit laktézu po cely
lidsky Zivot (Caroli a kol., 2009).

Vysledky studii tykajicich se vlivu polymorfizmu é&hych bilkovin na sloZzeni mléka
jsou casto rozporuplné a obtiZnsrovnatelné, zejména zivbdu rozdilu v pétu zvirat,
plemeni a pouzitého smiSeného modelu (Ogorevc .a X009). Navic bylo zji§ho mnoho
variant, které nemaji velky vliv na chemicko-fyZikivlastnosti proteinu, ndpmolekularni
hmotnost, isoelektricky bod apod. Z tohotosrddu bylo nutné zavést ustalenou nomenklaturu
vSech chemicky a geneticky vyznamnych variant,&ger aktualizuje zhruba jednou za 10 let
(Eigel a kol., 1984; Farell a kol., 2004). Pomdaidsa haplotyg a fyzikalniho mapovani byly
shrnuty informace o celém kaseinovém komplexu. Gebdgujici kaseiny lezi na Sestém
chromozomu, v p@di osr-kasein ¢s;-CN), p-kasein -CN), asrkasein ¢s>CN) ak-kasein
(x-CN) (Ferretti a kol., 1990).iBd vice nez 30 lety byl tento komplex kaseamalyzovan a

detailrgji popsan, hlavé diky existenci genové vazby (Eigel a kol., 1984).
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2.1 asr-kasein

a-kaseiny jsou d¥ nezavisle kddované ndéé bilkoviny S1 a S2. Zastoupetnj-
kaseinu v celkové sloZce je zm&, gedstavuje vice nez 40 %. Narozdil mgrkaseinu, ktery
je zcelkovych kasein nejmérk zastoupen. Polymorfizmusasi-kaseinu ma tedy
prokazatel®jSi vliv na jeho podil a celkovou produkci vSeclsdii. Proteinas;-CN zahrnuje
priblizn¢ 8 variant liSicich se chemickym sloZzenim, daaiiase pismeny A az H (Farell a kol.,
2004), pedpoklada se vsak vyskyt dalSich variant. Jejigdkytjje charakteristicky pro &ita4
plemena a oblasti, napvariantaA se vyskytuje u &#meckych plemen, varianfa je u plemen
francouzskych a italskych. Varianfaje typicka pro asijska a africka plemena a vaadhje

vétSinou zastoupena u evropskych plemen (Eigel a k884).

Alela A vznikla jednonukleotidovou mutaci, ktera oviiye hranici exonu a intronu a
tudiz i vlastni sesih mMRNA. Takto vznikla delece mezi 14. a 26. amig#inovou pozici,
coZz bylo potvrzeno i sekvenovanim cDNA (McKnightkal., 1989). Diky této deleci je
po enzymatickém srazeni variamtamére hydrofobni, a tim se velmi liSi od ostatnich, coz
bylo zjiS€no hlavie pii biotechnologickém zpracovani miéka, takové mlékodoportuje
k vyrobe mekkych sy (Farell a kol., 1988).

Naopak variant® je vhodrjsi k vyroke tvrdSich tvaroh a syru. Navic bylo zjignho,
Ze v kanadské populaci skotu v oblasti Quebecu linana procentudlni mnozstvi kaséin
v mléce. Pokud maiji jedinci aleB nebo dokoncdB, pak vykazuji vySSi produkci miéka,
proteini a tuki s porovnanim s alelan® a C. Vyskyt alelyB v této populaci byl 0,97 (NG-
Kwai-Hang a kol., 1984). Naopak alelicka variafiaase je asociovana s mensim obsahem
kaseiri. Pro homozygotyGG je produkceas;-CN dokonce o 55 % nizSi (Mariani a kol.,
1995). Ri studiu haplotyp a genovych vazeb uiznych variantp- a x-kaseim a -
laktoglobulinu bylo zji&no, Zze maiji vliv na zvySené nebo snizené mnozastvkaseinu
z celkového podilu mééych bilkovin. ZvySené mnozstvi bylo zfgb u jediné nesoucich
variantu A1 B-kaseinu, naopak interakce aledy u genu kodujicihd3-laktoglobulin byla
asociovana se snizenym mnoZzstvim tohoto protemiéee (Bonfatti a kol., 2010).
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2.2 Promotorasi-kaseinu

U kaseirii byly navic prokazany mutace v nekoddujicich sekidmckteré maji vliv
na expresi specifickych bilkovin a sloZeni mlékednim z &chto gikladi je promotor genu
pro as; kasein. Tato 5'nekdédujici oblast obsahuje vazeimigto pro AP-1 protein a
polymorfizmus tohoto mista iie ovlivnit aktivitu nasedajicich transk&iich faktoi, které
maji vliv na expresis;-CN. To bylo prokazano u substituce guaninu za imdes 175. pozici
pied z&atkem kddujici sekvenag;-CN. Tento polymorfizmus byl studovan pomoci metody
EMSA (electric mobility shift assay) a s pouZzitimmnkekné vyrobenych protilatek. Bylo
zjisténo, ze 175G vyrazreé snizuje vazbu proteinu AP-1, ktery slouzi jako respvni
transkrigni faktor. Analyza vzonk bilkovin mléka u populaci simentalského a holStghe
skotu bohuzel neprokazala vyskyt homozygpto aleluas; CN 175G byli nalezeni pouze
heterozygoti. Frekvence této alely byla u simeén@l9 a u holStyin0,05. Nositelé této alely
vykazovali ¥tSi procentudlni podil i mnozstui;-CN v mléce. Redpoklada se, Ze varianta s
175 Gpravdpodobr zpisobuje snizenou afinitu k responzivnimu elementduyp”, ktery je
represorem nas;-CN promotoru, v @sledkuc¢ehoz sensi-kasein vice exprimuje (Kuss a kol.,
2005). Podobny polymorfizmus byl také nalezen vekGuujici oblasti genu prg-
laktoglobulin (Kuss a kol., 2003).

2.3 p - kasein

Tato rodina proteiin je diky aktivie mlé&né proteazy 8pena na &kolik menSich
peptidi ozn&ovanych jakoy (1-3yrkaseiny. FrakceB- a y-kaseimi dosahuje az 45 %
z celkového mnozstvi kaséinv mléce (Eigel a kol.,, 1984). Diky této slozitostia tato
mléna bilkovina mnoho variant A-3, B az H1-2 a dalel. B - kasein je nejvice hydrofobni
ze vSech kasein prestoze jeho N-konec koduje mnoho nabitych amindkysa
fosfoserinovy klastr (Farell a kol., 2004).

U populace danskych dojniézanych plemen, i@devSiméernostrakatého skotu, byly
genotypyp - CN spojeny s prodikimi znaky mléka. Homozygotni genotA2vykazoval
ve srovnani s genotipem1Al vysSi produkci mléka, tuka proteiri, zejména u dojnic na
druhé laktaci (Bech a Kristiansen, 1990). Tato ¢zweé byla u genotyp@2A2 patrnd i
u holstynského skotu chovaného v lItalii, avSak atlik prikazna jako fenotyp spojeny se
srazenim mlénych bilkovin (Comin a kol., 2008). St&jtak genotypy vSech variantp -
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kaseinu u populace skotu v Quebecku vykazovdilkaure vysSi produkci mléka a proteéin
nez variantaB. Byl zde také objeven lokus kvantitativnich zingiko kaseinovy komplex se
signifikantnim vlivem na produkci mtéého tuku (Ng Kwai-Hang a kol., 1984). U populace
Svédskycheéervinek a holstyh ve Svédsku bylo zvySené mnozstvi proieraznamenano
u heterozygdt nesoucich alellAl (Hallén a kol., 2008). Studiem genovych interakci
haplotym B- ax- kaseirii a B-laktoglobulinu simentalského skotu chovaného Viithyly
objeveny varianty, které maji efekt na zvySeni po@ikaseinu, ale i celkového mnozstvi
kaseiri v mléce. Narozdil od minulych studii zde alelickariantaAl B-CN vykazovala
snizeni obsah-kaseinu, avSak zvySené mnozsiyi- a k- kaseirti v celkovém mnoZzstvi
mlé&nych bilkovin. Pozitivni efekty na koncentrgzkaseinu v mléce a na nepatrné zvyseni
dalSi proteinové frakce ¢ta také aleld. Naopak alela B-laktoglobulinu byla asociovana se
snizenou koncentra@ikaseinu v mléce (Bonfatti a kol., 2010). U fingképulace plemena
ayrshire se ve &Sim mnozstvi vyskytovala aleBa u B-CN spol€n¢ s alelouA k-kaseinu
ve WtSim mnozZstvi, stejntak i alela A13-CN s alelouB neboE k-kaseinu. U této populace
pravdEpodobré existuje genetickd vazbachto dvou alel. A steph tak jako v mnoha
piredchozich fipadech, byla alel#2 signifikantré asociovana s vySSi produkci mléka a
proteinu, ale s niz§im obsahem tuku v mléce (lkoaéwl., 1999). Krora toho je patrné,
Ze alelyB-CN maji opé&ny vliv na znaky souvisejici s produkci mléka oproakim s vlivem

na srazeci schopnosti mléka. Zda se, Ze variBntaa lepSi syimké vlastnosti. Je tedy
otazkou najit kompromis mezi &$ujici se produkci a kvalitou ndi@ych bilkovin vhodnych

k vyroke syra (Comin a kol., 2008).

2.4 k-kasein

k- kasein ¢-CN) je protein charakterizovany mnoha posttraimétai modifikacemi
na aminokyselinovych zbytcich a také tvorbou dididkych mistka. Ma proto rozhodujici
vliv na vytvgeni ml&né srazeniny, &oliv jeho podil z celkovych kasainneni nejétsi.
Proto také nikoho népkvapi, Ze samotnyk-kasein spoléné s dalSimi kaseiny a
laktoglobuliny ovliviiuje obsah kasein bilkovin, ale i mnoZstvi suSiny syra a pevnosrou
(Ng Kwai-Hang a kol., 1984; Ikonen a kol., 1999;ndo a kol., 2008).

B alela uk-CN se liSi od alelyA zmgnou na 36. aminokyselinové pozici Thr lle a
na 48. pozici Asp— Ala (Farell a kol., 2004). U quebecké populacentojréli homozygoti
BB zvySenou hodnotu protdifNg Kwai-Hang a kol., 1984), a u italské populat@entah
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byl zjiSttn procenticky podil kaseinv mléce (Bonfatti a kol., 2010). ZvySena produkce
mléka a bilkovin byla signifikantni u heterozygdimigenotypuAB a to uiecké populace
holStynského plemene. U tohoto genotypu byla vy@aanSak nefikazna tendence zvysené
produkce tuku v mléce (Tsiaras a kol., 2005). ZaySerocenta mknych kaseif bylo
potvrzeno také B alely u plemene ayrshire ve Finsku, naopak atelavlivnila snizeni
produkce kaseini celkovych mlénych bilkovin (Ikonen a kol., 1999). Alelicka vaniaE se

liSi zménou Ser na Gly na 55. aminokyselinové pozici angtejfekt vedouci ke snizZeni
kaseirti v mléce byl pozorovan u Svédskeérvinky a plemene holdtyn ve Svédsku (Hallén a
kol., 2008).

2.5 p-laktoglobulin

B-laktoglobulin B-LG) je syrovatkovy protein a je dlouhy 162 amins&ln. Ma vice
nez 11 variant ozkanych A az W. Genetické variantyA a B se vyskytuji nejvice
u evropskych plemen kravidstoZze se jedna o syrovatkovy protein, kteryigrbyt srazen
pomoci syidlového enzymu, jeho vliv na syskou kvalitu mléka je zriay. Jednotlivé alely
maji totiz vyznamny vliv natizné pondry jednotlivych kaseih a také na posrn kaseiri a
syrovatkovych proteiin Gen prop-LG lezi na 11. chromozomu (BTA1l) a koduje 209
aminokyselin (Caroli a kol., 2010).

Homozygotni jedinci BB plemene simental v Italii (Bonfatti a kol.,, 201@
dernostrakatého plemene ve Svédsku (Lundén a ke®7)Intli signifikantré vy3si obsah
proteini v mléce. Zajimavosti ovSem je, Ze tento genotyoomtivni vliv na obsah kasein
v mléce, ale negativni vliv na obsah syrovéatky, t¢aké potvrdila studie u Svycarského
hnédého plemene (Braunschweig a kol., 2000) a u S¥egskulace skotu plemene holStyn
(Hallén a kol., 2008). Wecké populace holstynského skotdlindokonce i heterozygothB
pro S-LG tendenci ke zvySenému obsahu prateiNavic homozygotBB prokazovali ¥tSi
produkci a procento mi@ého tuku, laktdzy i celkového mnozstvi mléka sopoanim sAA
homozygoty (Tsiaras a kol., 2005). VariarBase oproti aleleA liSi na 64. pozici, kde je
substituce Asp— Gly a na 118. pozici se substituci \Val Ala. Alela B ma vliv na celkové
mnozstvi mlénych proteii, hlavré kaseirii, a tim i vyznamny vliv na kvalitu a mnoZzZstvi
syroveé srazeniny, proto je vha@$i k produkci syt nez variantaA (Lundén a kol., 1997,
Comin a a kol., 2008).
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Alela A proB-LG je naopak spojena se zvySenym obsahem syrovdltkyge snizenym
mnozstvimp-a as;-kaseirii v mléce, coz se potvrdilo studiem haplatykaseiri a p-LG u
simentah chovanych v Italii (Bonfatti a kol., 2010). U fikgch krav plemene ayrshireda

tato alela také &tSi efekt na celkovou produkci mléka (Ikonen a ,kb®99).

2.6 a-laktalbumin

Syrovatkova bilkovinaa-laktaloumin (-LA) ma definované fyziologické funkce
v mi&né Zlaze. V Golgihoétisku epitelové biikky o-LA interaguje s proteineng-1,4-
galaktosyltransferazou (B4GALT1) a dohromady tiveloZzeny enzym laktéza syntazu.
Aktivovany o-laktalbumin n&ni substratovou specifitu, coz za pomoci B4AGALT loutnije
tvorbu laktdzy z glukdzy a galaktozy. Sekrece lagidnl&ného cukru, do mléka dava mléku
nejen chdové vlastnosti, ale také funguje jako hlavni slobkkEka ovliviujici osmoticky
tlak. Kravské mléko obsahujeLA v koncentraci piblizng 1,2 a? 1,5 g .. Koncentrace:-

LA se v pibéhu laktace sniZzuje ve prosgh zvySeni suSiny v mléce (Farrel a kol., 2004).

Gen proo-LA leZi na patém chromozomu (BTA5) a kéduje 144revkyselin, z toho
prvnich 19 aminokyselin ipdstavuje signélni peptid, ktery se @g@$tbchem transportu
do Golgiho aparatu. Zraly a spravifunkéné sloZzenyo-LA protein ma d¥ previadajici
genetické variantyA a B), které byly potvrzeny sekvenaci. Variafge péitomna v mléce
vétsSiny plemen skotu. U gkterych italskych a vychodoevropskych plemen sekytyge
s nizkou frekvenci alela (Farrel a kol., 2004). Bylo zji&ho, Ze koncentrace-LA pozitivhé
koreluje s laktézou, produkci ndlgych bilkovin a mléného tuku (Bleck a kol., 2009).
Zvysenici snizeni exprese-LA zptusobuje pedevSim polymorfizmus DNA na 15té pozici
promotorového mista v 5 nekddujici oblasti genbolstynského skotu (Bleck a Bremel,
1993). AlelaA kbéduje vtomto mist adenin a alela B typicky guani®A homozygoti
vykazovali vysSi dojivost a &Si obsah tuku i bilkovin. Na rozdil od toho homgaty
pro aleluB (guaninova varianta) vykazovaktéi procentualni podil mi@ého tuku i bilkovin
nezAA homozygoti. Heterozygoti & pramérny fenotypovy projevdchto dvou alel (Bleck a
Bremel, 1993). Tento projeu-LA polymorfizmu ukazuje, Ze &Si expresen-LA piimo
ovliviiuje zvySené mnozstvi laktézy v mléce, a tim modulojnozstvi osmoticky aktivni
latky a sekreci velkého mnozstvi @ tekutiny s nizSim procentem fula bilkovin.
Na rozdil od toho je mléko s nizSim obsaherhA koncentrovasijSi na bilkoviny a tuky

(Bleck a Bremel, 1993). To odpovida i studii derii genu proa-LA u mysi, které
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produkovaly mléko s malym mnozstvim vody,&ddu nepitomnosti osmoreguéai laktozy
(Stinnakre a kol. 1994).

2.7 Laktoferin

Laktoferin (LTF) je glykoprotein vazajici Zelezofippmny v mnoha sa¥ch
biologickych tekutinach, jako jsou slzy, sliny a ékb. V kravském mléce dosahuje
koncentrace 0,1—1,0 mg . thla jedna se o slozku mléka s funkci antibakteri@ni
protizaretlivé aktivity. LTF hraje dlezitou roli v girozené obra# proti patogefim v ml&né
Zlaze a je pedevSim kandidatnim genem pro rezistenci mastitidjojnic. Zpomaluje tst
patogeii a navdzanim na b&mnou sénu rekterych mikrolii zpisobuje lepSi {fsobeni
lysozymu a podavanych antibiotik. Ma také velkyriui vyznam jakoZto zdroj organicky
vazaného Zeleza (Pawlik a kol., 2009). V chovediitisle zvySeni koncentrace LTF v mléce
velmi zZadouci, jelikoZz ve srovnani s iéu Zlazowloveka je koncentrace bovinniho LTF
stokrat niz8i. R umélé kojenecké vyZiyr zaloZzené na kravském mléce se musi Zelezo dodavat
v mér¢ vhodné fornd. Koncentrace bovinniho LTF z&r@& stoupa Bhem akutniho zéiu

vemene, ale toto mléko neni vhodné ke konzumaci.

Gen pro LTF se vyvinul éhem vyvojovych mutaci v genu transferinu. Lezi 2a 2
bovinnim chromozomu (BTA22), obsahuje 17 ekam zahrnuje cca 34,5 kbp genomoveé
DNA. Funkeni LTF protein u skotu je definovan jednim polypdein stettzcem 708
aminokyselin, ktery je sloZzen do dvou samostatngeiyek a kazda z nich obsahujeédv
vazebna mista pro Zelezo a cukerny zbytek (Pawlkola 2009). Regukmi oblast genu
obsahuje promotorovou sekvenci, TATA box a dalZebma mista pro transkéipi faktory
nezbytné pro expresi genu. V genu existuje mnoHpnparfizmu, ale ty, které se vyskytuji
v regul&ni oblasti genu, se zdaji byt obzvtaZ@ajimavé, protoZze mohou ovlivnit genovou
expresiLTF (O'Halloran a kol., 2009). To se pdila prokazat pi sekvenaci 78 néfbuznych
jedinai, ktefi byli rozc€leni na dva haplotypy ,BtLTF Hla“ a ,BtLTF H2a“, &té se liSi
v deseti jednonukleotidovych polymorfizmech. Tramskni aktivita promotoru BtLTF Hla v
epitelialnich bikach mi€né Zlazy byla 1,44krat vysSi nez u BtLTF H2a. Kréwyaplotypem
BtLTF Hla nely zvySenou koncentraci LTF proteinu v mléce vevaémi s nositeli haplotypu
BtLTF H2a (Bahar a kol., 2011).
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V blizkosti promotoruLTF genu lezi #kolik mist s vazbou k idezitym znakim
mlé&né produkce. U jednobodové mutace v blizkosti Siadebného mista byl objeven
polymorfizmus spojeny s produkci mitgch proteii. Mutace G/C v pozici 32 (upstream) 5°
nekoddujici oblasti byla genotypizovana pomoci PGRasleds RFLP a SSCP metodou u 359
polskych krav plemene holStyn. Bylo zfisb, 2eCC kravy vykazuji vyznamiivyssi obsah a
procentudlni zastoupeni bilkovin v mléce v porovrganositelkami genotypGG. Hodnoty
ostatnich parametr mlééné uzitkovosti byly také vysSi, ale ne na prokdmatedrovni
(Kaminski a kol., 2006).

Fenotypovy projev zvySené produkce dmgch bilkovin je vSak pouze jednim
z mnoha dinka tohoto multifunkniho proteinu, ktery je Uzce spojen také &tpm
somatickych bugk a rezistenci proti mastittd(Kaminski a kol., 2006; O'Halloran a kol.,
2010).
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3. Geny souvisejici se syntézou ndiléého tuku

Slecheni plemen skotu bylo zaffeno na zrminu sloZeni miéného tuku z hlediska
zastoupeni mastnych kyselin. SloZzeni in&ho tuku je jednim z faktbr které ovliauje
technologickou a nu@ni kvalitu ml&nych vyrobki. Energetickd hodnota mléka je #Zna a
odrézi se pozitivhi negativié na zdraviclovéka jakozto spdebitele. MI€ny tuk je nejvice
variabilni sloZzkou kravského mléka s nggim zastoupenim triacylglycetol nasycenych
mastnych kyselin, které jsou z hlediska civitiaech chorob v miénych vyrobcich nezadouci
(Kgwatalala a kol., 2009 4st triacylglyceral prechazi z krve do mléka, a tim se teoreticky
da sloZenim potravy zinit tucnost mléka. Na druhou stranu #né ¢ast vznika v mléné
Zlazede novo Polymorfizmy ovliviujici obsah mléného tuku mohou byt nalezeny v genech
kodujicich syntézu tuk jako nap. syntetaza mastnych kyselin (FASN) (Morris a kBQQ7;
Schennink a kol., 2009), acyl-CoA-diacylglyceroyliansferaza 1 (DGAT1) (Grisart a kol.,
2002) a stearoyl-CoA desaturaza 1 (SCD1) (Kgwataakol., 2009). Ale také to mohou byt
geny, které jsou s@asti signalnich drah ovitwjicich metabolismus tuka jejich sekreci
do mléka, nap membranovy protein ABCG2, receptor pro oxidovamizkohustotni
lipoprotein (OLR1), prolaktin (PRL) a signalni mkida STAT5A. Fenotypové projevy
téchto gerd jsou studovanyiedevSim v souvislosti s procentualnim obsahengméléo tuku
¢i jeho celkovou produkci. Vzagjsi, ale o to dleZitejSi jsou pak informace ocincich DNA
polymorfizmi na sloZzeni mi&ného tuku, ktery by se potencion&lmohl upravit vice
ve prosgch lidského zdravi zvySenim podilu nenasycenychtmgals kyselin (Schennink a
kol., 2009).

3.1 Syntetaza mastnych kyselin

Syntetaza mastnych kyselin (FASN, fatty acid sys¢hge enzym, ktery se podili
na syntéze mastnych kyselin #jgtych cuki v potra¥. Strukturd se FASN sklada z
nékolika domeén: B-ketoacyl syntetdza, manoylacetyltransferdza, delgghaza, enoyl
reduktazap-ketoacyl reduktaza, acyl proteinoviepasé a thioesteraza (Smith a kol, 2003).
NejvysSi hladina FASN je v lidach, které jsou zapojeny do metabolizmu lipid
v hormonalg citlivych buikach, jako je mléna zlaza (Kusakabe, 2000). Gen kodujici FASN
lezi u skotu na 19. chromozomu (BTA19-g22) aobyl rgj zjisSttno rekolik
jednonukleotidovych polymorfizin Jednim z nich je nesynonymni SNP v pozici 1604 b

G—A, ktery vede k zamgn¢ aminokyseliny alaninu (Ala) na tyrosin (Tyr). Fuece alely
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16024Gv populaci holStynského plemene je 0,89 a ma wradiv na slozeni tuk v mléce
(Roy a kol., 2006), ale pragpodobre i procentualni obsah tuku (Schennink a kol., 2009)
Velmi podobné vlastnosti ma SNP v pozici 17924->@, ktery roviZz vede k zarmé
Tyr—Ala, frekvence alelyl7924Abyla 0,53 u holStynského plemene (Schennink a, kol.
2009), 0,13 u jersey (Morris a kol., 2007) a 0,6Rlemene aberdeen angus (Zhang a kol.,
2008). Oba polymorfizmy maji vliv na sniZzeni obsdtyseliny myristové (C14:0). Alela
16024G podporuje zvySeni obsahu kyseliny linolové a algf®24A ma vliv na obsah

kyseliny olejové v mléce (Morris a kol., 2007; Schimk a kol., 2009).

GenFASN;je nejen kandidatnim genem pro produkci a slozdéiného tuku, ale také
ovliviiuje sloZzeni podkozniho tuku u masného typu skokelaA7924GgenuFASNvykazuje
vétSi mnoZzstvi kyseliny myristové a nizSi mnoZstviséliny olejové u masného skotu
aberdeen angus. Nadhrada aminokyseliny3Ala se nachazi blizko aktivniho mista enzymu.
Toto misto, a tedy i aktivita enzymuj#e byt ovlivriena pra¥ timto polymorfizmem (Zhang
a kol. 2008).

3.2 acylCoA:diacyglycerol acyltransferaza

Acyl-CoA: diacylglycerol acyltransferaza 1 (DGATjE)klicovy enzym v syntéze
mastnych kyselin v poslednim kroku syntézy triatydgrola v mliéné Zlaze. Odpovidajici
gen se ukazal jako silny kandidatni gen pro pragant znény tuku v mléce. GeDGAT1se
nachazi na 14. chromozomu v blizkosti centromeraddéasti (Grisart a kol., 2002).

Substituce dinukleotidu A-A na G-C na osmém ex@®BAT1 vyus'uje v zandnu
aminokyseliny lysin na alanin a poklada se #againi mutaci (Grisart a kol., 2002; Winter a
kol., 2002). Vliv aminokyselinové substituce by#\la se podili pedevSim na zvySeni
produkce mléka a mtéych bilkovin, a na poklesu produkce a procentatndéio tuku. B
studiu expreseDGAT1 genu bylo prokdzano, Ze u varianty s lyzine232K) byla vyssi
aktivita enzymu ve srovnani s variantou alanid82A) tedy i &tSi produkce tuku (Grisart a
kol., 2004). Frekvence alel &igek polymorfizmu v pozici aminokyselinové sekverZ32K
a 232A byla charakterizovana v populacich dojnic pleméodStyn a jersey na Novém
Zélandu. Pimeérny substiténi efekt alely byl 6 kg mi&ého tuku pro holStyny a 3 kg
pro jersey. U obou plemen zvysSila al@a2K produkci mléného tuku, ale snizila produkci

mlé&né bilkoviny a celkové mnozstvi mléka (Grisart al.k@002). Ve Svédsku byly
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genotypizovany dojnice Svédskeérvinky a holStynského plemene. #ata byla rozélena
do skupin podle obsahu tuku v mléce. AlRB2K souvisejici s vy§S§im mnozstvim tuku byla
vice gitomna ve skupi®s mensSim mnoZstvim tuku.tnérna frekvence variant32K byla

u druhé skupiny u Svédskydlervinek 0,09, u holstyin 0,12 (N&aslund a kol., 2008). Ve
Francii alela232K také asociovala s produkci rat&€ho tuku u holStyin a normandského
plemene. V #kterych gipadech v3ak bylo zji&o, Ze homozygotni kravy #ty stejnou
produkci jako heterozygotni, coz Gautier a kol. Q20 vyswtlili variabilnim paitem
tandemovych repetic, které se vyskytuji v blizkd3GAT1 genu v centromerické oblasti
chromozomu 14. Zjistilo se, Zze v geDGAT1 existuji i dalSi polymorfizmy v 5 nekdduijici
oblasti, které vSak majietsinou souvislost 232 K/Aa jejich vztah k produkci mléka je maly
(Kaupe a kol., 2007).

3.3 Stearoyl-koenzym A desaturaza

Stearoyl-koenzym A desaturdza 1 (SCD1) je enzyrujigi rychlost syntézy
mononenasycenych mastnych kyselin.igdZzwpykava je jednim z kiéovych enzyni majicich
vyznamny vliv na sloZeni mastnych kyselin v mlgu®toze tento enzym katalyzujéepenu
nasycenych mastnych kyselin s uhlikovyfettzci 10 az 18 (C10—C18) na jejich
mononenasycené formy. Velmi vyznamna je také sgnté&mjugované kyseliny linolové
(CLA), kterd se &i velkému zajmu, protoZze méa prépddobré protirakovinné dinky a
navic mize modulovat imunitni odpéd’ (Macdonald, 2000). Je nezbytna pro igéva VLDL
castic, které transportuji triacylglyceroly z jatby tukovych tkani a na jina mista, proto ma
ptiznivy vliv na |&bu artherosklerdzy. Peterson a kol. (2002) zjistiidily v aktivie SCD1
u skotu nezavisle na podminkach vyZivy, coZz né&zjgamoznou existenci polymorfizmu,
Zadouci by bylo zvysSeni aktivity SCD (Schenninkah R008). GerSCD1je tedy pokladan
za vyznamny kandidatni gen owiiyjici nenasycenost migeho tuku. USCD1genu skotu
byly identifikovany ti SNP @A702G, T762Ca C878T) v exonu 5. SNRC878T vytvaii 2
proteinové varianty, protoZze zde dochézi k @@&ralaninu na valin na 293. aminokyselinove
pozici (Taniguchi a kol., 2004). Tato substituéda@93Va) se nachazi v katalytickém mist
enzymu. U nizozemskych populaci dojnic holStynsk@hemene zjistili Schennink a kol.
(2008) vyznamné vztahy meZiznymi genotypySCD1a jednotlivymi mastnymi kyselinami.
DalSim plemenem podrobenym studiu variabil®ZD1 bylo jersey v Kanafl Analyza
ukazala, Ze alel293A je pozitivre spojena s &Sim obsahem mononasycenych mastnych
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kyselin sietzci C10—C12 porovnani s alel@B9V. Vliv alely 239A byl predevSim patrny
v prvni fazi laktace, alela je asociovana se zwg8eprodukci mléka a bilkovin. Nicmén
239Anema zadny vliv na mnozstvi mononenasycenych mestkyselin setzci C16, C18
nebo CLA ve srovnani s alel@39V (Kgwatalala a kol., 2009). Taniguchi a kol. (20@#til
také vyznamnou asociaci mezi genotyp93 Ala/Val genu SCD1 a sloZzenim mastnych
kyselin v intramuskularnim tuku u japonskéterného skotu. fedpoklada se, Ze se bude
moci provadt geneticky vylr na zvySeni podilu nenasycenych mastnych kysetimé&mném
tuku, pravépodobrE to bude doprovazeno i zvySenou produkci prataimiéka (Kgwatalala
a kol., 2009).

3.4 Receptor pro oxidovany nizkohustotni lipoproti:

Receptor oxidovaného lipoproteinu o nizké hust@DLR1) je syntetizovan a
vylu¢ovan endotelem cév a uplaje se pi transportu tull. Nékolik studii ukazalo, ze se
tento protein vaze na zdravi nebeape oxidovany nizkohustotni lipoprotein a podili se
na jeho odbouravani a navic také na odstrani apoptickych butk z krevniho obBhu
(Sawamura a kol., 1997; Oka a kol., 1998). Nedestat funkce lidského OLRL1 je spojena
s vysokym rizikem infarktu myokardu a ischemickdwmwbou srdéni (Chen a kol., 2003).

Na druhou stranu s®LR1 jevi jako vhodny kandidatni gen owliwjici sloZeni kravského
mléka, protoZze mé vyrazny vliv na transportttukipoprotein ORL1 skotu je sloZzen ze 720
aminokyselin, gen pr®LR1ma @t exoni a nachazi se na 5. chromozomu. Jeho identita se
ze 72 % kryje s lidskyr®LR1(Sawamura a kol., 1997)

Sekvenovanim cDNA a genomiiznych jedin@ skotu se ukazalo, Z8LR1ma 2 SNP
v exonu 4 a5, 1 SNP v intronu 4 a 1 SNP v 3" netedované oblasti (3' UTR). Analyza
haplotypi odhalila, Ze alel& jednonukleotidového polymorfizmu v pozici 8232 (BTR) je
spojena s vyznamnym zvysSenim produkce a procerhoalbbsahu tuku v kravském mléce,
zatimco SNP 7160 a 7161 (v exonu 4) agniadny vyznamny vliv. Za nejpravpodobrgjSi
vyswtleni lze povazovat hypotézu, Zze SNP v n&232 je zodposdny za expresi proteinu
OLR1, a protoitzné urove expreséDLR1byly hodnoceny naiznych genotypech miéého
skotu. Bylo zjis¢no, Ze exprese proteinu OLR1 byla sniZzena u gendiypve srovnani £C
a AC jedinci. Ritomnost cytosinu v této pozici ma pr&podobr vliv na translaci proteinu
nebo stabilitu mMRNA (Khatib a kol., 2006, 2007).
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Studie provagha na bycich holstynského plemene odhalila 7 hoguiityCC v SNP
8232, 8 jeding bylo AA homozygoty a 14 bykbylo heterozygotyAC. Frekvence alelyC
byla v sandi populaci 1433 potonmik 0,54 (smrodatna odchylka 0,015). Velka frekvence
alely C byla také zjis&tna u plemene guernsey (0,87) a u zdébos(indicus)0,83, zatimco jeji
cetnost u Svyckého Bdého plemene a jersey byla 1,0 (Khatib a kol. 2Q06,7).

3.5 Butyrophilin

Butyrophilin (BTN) je kysely glykoprotein vyskytuji se jako globularni bilkovina
zabudovana do bdgtné membrany. U skotu se podili @mna polovig vSech
membranovych transpdrtuku. BTN se takéifimo podili na vyldovani tukovych kapének
v apikalni oblasti epitelové kiky mi&né Zlazy. Bhem laktace je jeho genova exprese
zvySena, a five fungovat jako receptor pro cytoplazmaticke tékdeapénky, které se
dostavaji na membranovy povrch, kde se stabilialjd kapénky mléného tuku (Mather a
Jack, 1993)BTN byl zmapovan na chromozomu 23 (Taylor a kol., }9®&dbduje peptid
dlouhy 526 aminokyselin s hydrofobni signélni selcie26 aminokyselin, které jsou
odSepeny (Mather a Jack, 1993).

Na sedmém exonu byly nalezeny metodou PCR-RFLP mhtgmorfizmy BTN
endonukleazadaelll a Schl.Jejich asociace se znaky #ié uzitkovosti byla analyzovana u
171 krav plemene jersey. U obou polymorfizrayly zjiStny tfi genotypy se statisticky
prokazatelnymi rozdily v mtéé dojivosti, které se tykaly procentualniho obsdbku
v mléce. Polymorfizmus identifikovany pomokiaelll byl dodaténé spojovan s celkovou
produkci mléka a bilkovin. Kombinovany genoi@ (pro RFLP s Haelll aAG (pro RFLP
sSch) se vyzn&oval vyrazg nizSim procentualnim podilem tuk/e srovnani s ostatnimi
genotypy. Kromd toho byla pozorovana neuplna vazba mezi zkoumangohymorfnimi
misty i ges relativié malé vzdalenosti mezi nimi (Muszynska a kol., 2010
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4. Geny zahrnuté v hormonalni signalizaci produkcenléka

4.1 Receptor pro Kistovy hormon

Rastovy hormon, somatotropin (GH) reguluje postnatéist obratlové, podporuje
transport aminokyselin do bek a jejich zabudovavani do protéinkKrom¢ toho stimuluje
transkripci a translaci, tedyapobi pozitivié na syntézu bilkovin. Pod jeho vlivem dochazi
k podpde ristu plotének dlouhych i kratkych kosti, a timiktu kosti do délky. Podporuje i
rozklad lipidi (lipolyzu) za uvolgni mastnych kyselin do krve. Na ti@/€ Urovni je
pusobeni @istového hormonu zprdasdkovano jeho receptorem. Receptor isiovy hormon
(GHR) je protein o velikosti 620 aminokyselin, fiat do rodiny cytokinovych recepiinr
s extracelularnéasti, transmembranovou doménou a velk@sti molekuly v cytoplazin GH
ma d¥ vazebna mista pro receptory a kdyZ se navazedma jeeceptorovou podjednotku,
druhé vazebné misto GHighne druhou podjednotku receptoru. Tim vznika ddimer,
ktery je nezbytny pro aktivaci receptoru a nastedfiznych intracelularnich kaskad,
piedevSim cestou Janus kinazy 2 (JAK2) a signalniotepprem STATS (viz. kapitola 4.3)
(Frank, 2001).

Receptor fistového hormonu (GHR) ovitwje u skotu kror@é riastu a metabolismu
také laktaci. Pomoci husté &imnarkefi na 20. chromozomu a jejich genetické vazby byla
u holstynského skotu identifikovdna pémme Gzk& oblast QTL pré&vv mis¢ kodujici GHR
(Blott a kol., 2003). Sekvenace odhalila zéwn nukleotidr T/A v exonu 8, ktera vede
ke znené fenylalaninu na tyrosinF279Y), a tim ke zminé transmembranové oblasti proteinu
GHR. F279Y méa vyznamny vliv na produkci protdira tuki v mléce a mensi na mnoZzstvi
mléka (Blott a kol., 2003), ale také n#&jem potravy a energetickou bilanci (Banos a kol.,
2008). Alela279Y je povaZzovana za novou mutaci. Prgpatlobrg se podili na lepSim
pienosu signaluiastového hormonu doviibuiky, a tim zlepSuje syntézu bilkovin a tukovy
metabolismus v epitelu nigé zlazy. Jeho frekvence &iznych populacich dojeného skotu je
okolo 0,1 (Blott a kol., 2003)
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4.2 Prolaktin

Prolaktin (PRL) je hormon, ktery je svym sloZenimlypeptid a je syntetizovan a
vylu¢ovan ze specializovanych btknv piredni hypofyze. ®&odrg byl pojmenovan pro svou
schopnost podporovat vydovani mléka jako reakce na sani ddé savé. Pozdji se vSak
zjistilo, Ze ma mnohem vice funkci v organismu. Nawlo zjiS€no mnoho posttransiaich
uprav nap. fosforylace nebo glykosylace. Jeho biologickéeraolejsou omezeny pouze
na reprodukci, bylo prokazano, Zéire ovliviiovat chovani a dokonce hrat roli v homeostazi.
Je znamo, Ze prolaktin se uioje @i sani ml&'at, ale nize byt stimulovan také stelnymi,
zrakovymi acichovymi podrity, a stresem. Bylo prokazano, Ze za inhibici netimulaci
prolaktinu je zodpo¥dné mnoho vninich faktofi nachazejicich se v mozku, hypofyze a
perifernich organech. Nedavno se zjistilo, ze ftotaneni syntetizovan pouze hypofyzou,
ale také centrélni nervovou soustavou, imunitnist&yem, dlohou a dokonce i samotnou

mlécnou Zlazou (Freeman a kol., 2000).

Prolaktin (PRL) hraje vyznamnou regté roli pri vyvoji mlééné Zzlazy, déle
stimuluje sekreci mléka a syntézu gmgch bilkovin (Bole-Feysot a kol., 1998). Mutacange
PRL mohou byt zodpasdné za kvantitativni zémy ve slozeni a produkci mléka. Pouzitim
metody SSCP arfmého sekvenovani bylo zj&to Sest SNP v 294 bp dlouhém fragmentu
exonu 4 genu prolaktinu. Na zakkadminokyselinové sekvence proteinu byly vSechny
zjistené mutace synonymni. PCR-RFLP genotypizace 8888Rpomoci endonukleazysal
byla pouzita k posouzeni frekvence alel u 186 j@diernostrakatého skotu s vysledkem
0,113 pro8398R-Aa 0,887 praB398R-G.U 138 krav plemene jersey byla frekvence alely
8398R-A 0,706 a frekvence alel§398R-G0,294. Cernostrakaté kravy s genotypehG
vykazovaly nejvySSi produkci mléka, zatimco kravgenotypemGG nejvysSSi obsah tuku
(Brym a kol., 2005).

4.3 Signalni protein STAT5A

Proteiny ozn&ené STAT (Signal Transducers and Activators of $caption) jsou
velka skupina faktdr uplatiujicich se v signalnich drahach peptidovych honimamytokini.
Maji za ukol penaSet signal v ramci cytoplazmy iy mezi receptorem hormonu
piitomného v bu&né membra# a jadernou DNA, kdeysobi Fimo na aktivaci transkripce
cilového genu (Darnell, 1997). STAT5A byl charalktevan jako kléovy transkrigni faktor
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pusobici v mléné Zlaze (mammary gland factor), znamy jako hlamediator signalni drahy
ristového hormonu (Argetsinge a Carter, 199&adihi se takéipnosu signalu aktivovaného
prolaktinového receptoru, a takKigpbi na mlé&nou dojivost a produkci mé@ych proteir
(Wakao a kol., 1994). Exprese gepro ml&né bilkoviny v epitelidlnich hikach vemene
skotu je zprosedkovana hlawh diky tomuto transkrignimu faktoru (Darnell, 1997), ktery
byl zatazen mezi kandidatni geny pro &néu dojivost (Ogorevc a kol., 2009). GBMAT5A

ma 96 % homologii STAT5Bten je vSak kddovan odlén¢ a pisobi u jinych receptéra
signalnich drah (Darnell, 19973 TAT5Askotu se nachazi na 19. chromozomu, obsahuje 19
exon a kéduje 794 aminokyselin (Seyfert a kol., 2000).

V sekvenci genuSTAT5Askotu byly analyzovany mutace, které by mohly byt
zodpowdné za kvantitativni zémy v dojivosti a sloZzeni mléka. Takto byly prasety
SNP (A/G), ktery se nachazi v intronu 9 na pozisDD bp u populaci polského skotu.
Frekvence alel byly odhadnuty na 186 jedinaiemostrakatého plemene: 0,52 |@0AT5A-
9501Aa 0,48 pro alel BTAT5A-9501G138 krav plemene jerseyén frekvence alel 0,58
pro STAT5A-501/A 0,42 prcSTAT5A-9501GU ¢ernostrakatych krav nebyly nalezeny zadné
vyznamné asociace meziznymi genotypySTAT5Aa znaky mléné uzitkovosti. Statisticky
vyznamneé rozdily se nachazely u produkce mlékaalbsuku a bilkovin u plemene jersey.
Kravy s genotypenGG mély nejvySsi dojivost, ale kravy s genoty®A a AG vykazovaly
vySSi obsah bilkovin ve srovnani s genotyp@f@. Je zajimavé, Ze kravy s genotypAG
dosahly vyraz& vysSi produkci bilkovin ve srovnani s kravami s\@gpemAA. NejvysSi
obsah tuku rEly pak kravy s genotypedA (Brym a kol. 2004)

DalSi polymorfizmusSTAT5Abyl zkouman pomoci metody PCR-RFLP s pouzitim
endonukleazyAval. Jedna se o substitucH€T na pozici 6853 bp v exonu 7 kddujici oblasti
genuSTAT5A VSechny it mozné genotypy pr6853C/Tpolymorfizmu byly identifikovany
ve vzorku 233 jedinc plemene hédého horského skotu v Itélii. Frekvence a&@53C a
6853Thyly 0,83 a 0,17. Udaje z normované laktace 30%gly pouzity pro vztah mezi timto
polymorfizmem a znaky méé@é dojivosti. Vyznamné rozdily mezi &ba genotypy byly
nalezeny u genotypGC, jehoZz nositelky produkovaly vice mléka &lysignifikantré vysSi
produkci bilkovin neZZT genotyp. Nebyl vSak zji& zadny vyznamny rozdil v obsahu tuku.
Vzhledem k nizkému @tu krav s genotypemi T ve studované populaci byl tento genotyp

ze statistické analyzy vyléan (Selvaggi a kol., 2009).
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PolymorfizmusSTAT5identifikovany pomoci RFLP éval byl také zkouman u 191
jihoitalskych krav plemene jersey. Frekvence alélya T zde byly 0,75 a 0,25. Gpbyly
pouZzity udaje za 305 dnlaktace a i zde byly zji&y vyznamné rozdily mezZCC a CT
genotypy, a to v dojivosti, produkci tuku a celkoseSirt. Produkce bilkovin byla takeé
signifikantni (R—0,05). Rozdil v procentualnim obsahuttukbilkovin mezidmito genotypy
nebyl patrny, ale genotyp®C produkovaly vice mléka, a tim i vice bilkovin &iuDario a
Selvaggi, 2011).

4.4 Leptin

Gen pro leptinl(EP) je téZ nazyvan gen obezity. U skotu se hachazhramozému 4
(BTA4) a sklada se z 3 exorStone a kol., 1996). GdrEP kdduje 16 kDa peptid, ktery ma
funkci hormonu, je syntetizovan a vylwan gedevsim z bilych tukovych bék - adipocyt
(Zhang a kol., 1994). Leptinipobi jak centrakhtak perifersd, a reguluje mnozstvi adipodyt
piijem potravy, energeticky vydeglésnou hmotnost a celkovy metabolismus (Housekreecht
kol., 1998). Ukazuje se, Zézané formy leptinu maji také vliv na iniciaci lutedlaktivity a
produkci mléka (Veerkamp a kol., 2000).

Napiiklad SNP v R4C mistna druhém exonu ma za nasledek substituci cytasnu
thymin. Ridanim neparoveho cysteinu v aminokyselinové setiMeptinu se pravipodobré
ovliviuje jeho terciarni struktura a afinita k jeho reoep (Liefers a kol., 2005).
Polymorfizmus R4C mista byl studovan na holStynsiskotu a byla sledovana produkce a
sloZzeni mléka a zdravotniho stavu dojnic. Chelledla(2008) zjistili, Ze krdvy homozygotni
pro aleluC byly mérg produktivni nez nositelk€T a TT genotypi. Produkce miéného tuku
a bilkovin byla uCC genotypu také vyznamirmensSi. Na druhou stranu u nositelek genotypu
TT se zvysil vyskyt dislokace slezu (4,3 %), ale ggpaengl vliv na vyskyt mastitidy a
kulhani. Riziko vzniku alespgiojedné zdravotni poruchy bylo ovligmo spiSe homozygotnimi
genotypy, a kravy SCT genotypem rly nejnizsi riziko vzniku jakékoliv onemoeni
(19,6 %). Zvyseni frekvence heterozygotnich kraviokusu R4C tedy r1ive zlepSit
produktivitu i zdravi dojnic (Chebel a kol., 2008).

Polymorfizmus nalezeny metodou PCR-RFLP, kde bylRP@odukt podroben
restrikknimu Sépeni s endonukledzdbalBAl, lezi na intronu genllkEP a ma prokazatelny

vliv na dojivost a zvySeni produkce ftuka proteiri. Alela A je identifikovana jako
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neroz&peny PCR produkt enzyme8alBAI a produkt alelyB je S€pen na dva fragmenty.
Mozny je také nepatrny vliv tohoto polymorfizmu pé&jem potravy a zrnu hmotnosti.
HolStynské kravy s aleloB meély vySSi produkci mléka, aniz by byly negatévovlivnény
energeticka bilance a plodnost. Pokud jgd@ia BB genotypy zastoupeny v populaci z 18,5 a
0,2 %, n&l by byt ve Slechtitelskych programech brat vitetel na tento marker. OvSeried
zahajenim selekce je peba se vice doZdét o pleiotropnich &incich tohoto lokusu,
napiklad o jeho vlivu na produkci mléka v pagsich laktacich (Liefers a kol., 2002).

4.5 Osteopontin

Osteopontin (OPN) je glykoprotein s mnoha funkcekbtéré jsou jak strukturni tak
signalni. Oilezita je jeho posttransiai modifikace, kde se na aminokyselinové zbytky
pripojuje kyselina sialova (tj. cukerny zbytek, progbykoprotein), navic je také vysoce
fosforylovan. OPN syntetizujei@devsSim kostni tka kde tvdi strukturni protein, ale také
makrofagy, hladk& svalovina, endotelovéiky tkai ve vnitnim uchu a mozku, ledviny a
placenta (Haylock a Nilson, 2006). Jeho vyznamigdevSim v aktivacitznych sodasti
imunitniho sytému jakoZto cytokin, aléi gtudiu transgennich mysi bylo z§igb, Ze ma vliv
na laktaci. Mysi, které sty gen proOPN utiSeny pomoci RNA interference, vykazovaly
snizenou produkci mléka a sniZzenou hladinu¢nytéh proteiri. U t&chto mysi se zjistilo, Ze
nemaji spravé vyvinuty alveolarni struktury v mé@é zlaze. OPN mé tedy vliv na vyvoj

mléenych Zlaz a laktaci (Nemir a kol., 2000)

OPN je u skotu lokalizovan na 6. chromosomu (BTAG6)bNzkosti genu pro OPN
byly provedeny studie lokiskvantitativnich znak (Schnabel a kol., 2005). U holStynskych
dojnic byly zkoumany d¥ varianty SNP se zatmou nukleotid C/T lezici v intronu 4 genu
OPN. Alela C byla vzdy spojovana s vy3Sim procentualnim obsatkina bilkovin v mléce.
OvSem pitkaznost tohoto fenotypu byla jen u jedné ze dvaumstanych populaci skotu
(Leonard a kol., 2005). Lokusy kvantitativnich z@iada bovinnim 6. chromozomu jséasto
siln¢ vazany genetickou vazbou a interakcemi, a prgichjeircceni neni snadné. V nekdédujici
oblasti genuOPN se pod#lo nalézt polymorfizmus lezici v blizkosti promatio OPN
(Schnabel a kol., 2005). 12,3 kb dlouha 5 oblastieu OPN genu byla osekvenovana a bylo
zde nalezeno nejvyznarjdi misto pro QTL. Usek DNA nazvar@PN3907mél 9 mutaci,
coz odpovidalo genotyyn osmi byki, kteri byli nalezeni segregai analyzou. Mapovani

pomoci genetické vazby prokdzalo existenci dvoukdo& odliSnych haplotyp a byly
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jednoznéné definovany jako alelyYDPN3907 které ngly vyznamny vliv na produkci mléka,
proteini a tuki, ale také na obsah OPN glykoproteinu v mléce. hat@ alela, ktera nelezi
v kédujici oblastOPN ani na promotoruje povazovana jako mozna dalSi regnlasekvence
Ucastnici se exprese ger@PN Bylo prokadzano, Ze tento usek DNA je konzervdtivn
u WtSiny sav@ a pravdpodobrg je aktivovatelny pouze pro specifickotast burk

v organismu (Schnabel a kol., 2005).

4.6 Membranovy protein ABCG2

Membranovy protein ABCG2 (ATP-binding cassette fanily G2) predstavuje
transportériili prenasé v membrag buiky, kde se @astni aktivniho transportu za vyuziti
vazebné energie ATP. ABC transportéry jsou velkaupsiou transportnich proteinkteré
prenasi Sirokou Skalu sldenin kyvadlovym transportem, niaponty, peptidy, cukry, lipidy.
ABC transportér ozrigny G2 (ABCG2) se dkdy také nazyvd BCRP (breast cancer
resistance protein) a jgifpmen ve velkém mnozstvi v epitelialnichnkéich ml€éné zlazy
béhem laktace (Jonker a kol.,, 2005). Tento transpoby studovan hlawh z divodu
aktivniho grenosu toxid do mléka, &koliv jeho substraty mohou byt vitaminy K3, B2 a
pravdépodobré cholesterol. GerABCG2lezi u skotu na 6. chromozomu v blizkosti genu
OPN Tento lokus vintervalu 4 cM byl prozkouman prédidnost ovliviujici produkci
mlé&ného tuku a bilkovin u izraelskych a americkychydapi holStynského plemene (Cohen-
Zinder a kol., 2005).

Nejdiive bylo vybrano 5 haplotyppro polymorfni mista ve 4 genech na BTA6. Pouze
zména nukleotidu A/C na 14. exondBCG2 odpovidala segregaimu stavu vSech
heterozygotnich a homozygotnich plemennychtbylkento SNP spidva v zangné tyrosinu
za serin v 581. aminokyselinové pozici, kterd jgtgmna v transmembranové domién
proteinu ABCG2. U nasledujici populace dojnic padjii z heterozygotnich bykbyla
studovana ptomnost alely581S jejiz nositelky vykazovaly sice nizSi dojivoste arysSi
procento tuku a bilkovin v mléce. Analyzou rodokringitedchozich generaci holStyrse
Zjistilo, Ze alelab81Y ovliviiovala vySSi produkci mléka a jeji frekvence bylpopulaci vice
zastoupena zivodu selekce plemenikna znaky vySsi dojivosti. Zhruba po roce 1990 se
frekvenceb81Ysnizila, protoze plemenici byli vybirani spiSelediska kvalitativniho slozeni
mléka (Cohen- Zinder a kol., 2005).
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DalSi dva polymorfizmy v exonu 2 a 7 byly studovdmomoci metody SSCPdinské
populace holStyin Vyznamny rozdil v produkci mléka byl nalezen mbamozygotyAA a
BB. GenotypAA byl opit spojen s vysSi uzitkovosti mléka, ale s pokleggotentického
obsahu proteiin (Yue a kol., 2011).
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5. Zawr

Tur domaci jakoZzto vyznamné hospiekE zvie proSel od doby svéuapodni
domestikace selekdizenouc¢lovékem. V poslednich 60 letech se Slechtitelské progra
zanzfily na genetické zlepSeni uzitkovych vlastnos#pjge produkce mléka a rychlosistu.
PrestoZe se stale uptafe selekce vychazejici z rodokmenovych Gdajposledni dob se
identifikuji lokusy kvantitativnich znak které pedstavuji vyznamny pokrok. Statistick&
metoda zohletlje (Einky vSech lokus, které podmiuji dany znak jedince a vypibana
hodnota se nazyva odhad plemenné hodnoty (EBV)g(&ed 2008). Chov skotu tak prosel

v pribéhu minulého stoleti dramatickymi 2mami.

Na paatku 19. stoleti se pozornost Slechiiteantiila na zvySeni miné uzitkovosti
uplatiovanim intenzivni selekce na kvalitu mléka a jehwastvi (Van Raden, 2004). Pojem
kvality se nyni vyrazéirozstil z hlediska zohledini vlivu na zdravilovéka, welfare zviat a
dopad na zivotni prosdi (Oltenacu a Broom, 2010)¢6ina zde uvedenych kandidatnich
geni pro ml&nou uzitkovost byla studovanadznymi metodami u mnoha plemen a populaci
skotu. Jejich srohodnost je tedy natolik velka, Ze bylsn byt brany v potaz ip vybéru
plemenik k dalSimu Sleckhi na ml€nou uZzitkovost a také pro zlepSeni zdravotnihoustav
dojnic. Pro lepSi orientaci v této problematice abglestavena databaze, kde jsou vybrany
nejdilezit¢jSi kandidatni geny mé@é dojivosti (Ogorevc a kol., 2009). OvSem o mnazat
charakterudchto gefi a jejich ddi¢nosti vime stale malo, ifpstoZe bylo provedeno mnoho
védeckych experimeita byl osekvenovan genom skotu. Proto jsme vyzkarolistickému
pristupu k této problematice, nebpouze gen, jehozédicnost a chovani bude prostudovano

vSemi moznymi fistupy, bude moci byt ¥azen do hodnoceni plemenné hodnoty.

31



6. Seznam pouzité literatury

Argetsinger L.S., Carter-Su C. (1996). Growth hommagignalling mechanisms: Involvement
of the tyrosine kinase JAKBormone researc}5:22-24.

Ausubel F. M. (2002). Short protocols in moleclarlogy : a compendium of methods from
current protocols in molecular biology. Wiley (Hition.), West Sussex, UK.

Bahar B., O'Halloran F., Callanan M.J., McParland@&@blin L., Sweeney T. (2011Bovine
lactoferrin (LTF) gene promoter haplotypes havefedént basal transcriptional
activities.Animal Genetics42(3):270-9.

Banos G., J. A., Woolliams B. W., Woodward A., FeslB., M. P., Coffey J. (2008). Impact
of Single Nucleotide Polymorphisms in Leptin, LeptReceptor, Growth Hormone
Receptor, and Diacylglycerol Acyltransferase (DGATGene Loci on Milk
Production, Feed, and Body Energy Traits of UK BRaBows. Journal of dairy
science 91:3190-3200.

Bech A.M., Kristiansen K.R. (1990). Milk protein lgmorphism in Danish dairy cattle and
the influence of genetic variants on milk yieldournal of Dairy Research,
57(1):53-62.

Beja-Pereira A., Caramelli D., Lalueza-Fox C., \&=inC., Ferrand N., Casoli A., Goyache F.,
Royo L.J., Conti S., Lari M., Martini A., Ouragh,lMagid A., Atash A., Zsolnai A.,
Boscato P., Triantaphylidis C., Ploumi K., Sineg Mallegni F., Taberlet P., Erhardt
G., Sampietro L., Bertranpetit J., Barbujani G.jkiaut G., Bertorelle G. (2006). The
origin of European cattle: Evidence from modern andient DNA Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United Stdtésnericg 103(21):8113-8.

Berglund B. (2008). Genetic improvement of dairywcaeproductive performance.
Reproduction in Domestic Anima#s3 Suppl 2:89-95.

Bleck G.T., Bremel R.D. (1993). Sequence and sibgke polymorphisms of the bovine
alpha-lactalbumin 5'-flanking regiosene,126(2):213-8.

Blott S., Kim J.J., Moisio S., Schmidt-Kintzel ACprnet A., Berzi P., Cambisano N., Ford
C., Grisart B., Johnson D., Karim L., Simon P.,ISRe, Spelman R., Wong J., Vilkki
J., Georges M., Farnir F., Coppieters W. (2003)ledalar dissection of a quantitative
trait locus: a phenylalanine-to-tyrosine substamtin the transmembrane domain of
the bovine growth hormone receptor is associated awimajor effect on milk yield
and compositionGenetics163(1):253-66.

Bole-Feysot C., Goffin V., Edery M., Binart N., KelP. A. (1998). "Prolactin (PRL) and its
receptor: Actions, signal transduction pathways ghénotypes observed in PRL
receptor knockout micé&ndocrine Reviewd 9 (3): 225-268.

32



Bonfatti V., Di Martino G., Cecchinato A., Degano, [Carnier P. (2010). Effects of beta-
kappa-casein (CSN2-CSN3) haplotypes, beta-lactogiob(BLG) genotypes, and
detailed protein composition on coagulation prapsrtof individual milk of
Simmental cowsJournal of Dairy Scienge93(8):3809-17.

Braunschweig M., Hagger C., Stranzinger G., Puha(2@00). Associations between casein
haplotypes and milk production traits of Swiss Bnogattle.Journal of Dairy Science,
83(6):1387-95.

Brym P., Kamaski S., Wojcik E. (2005). Nucleotide sequence payphism within exon 4
of the bovine prolactin gene and its associatioits milk performance traitslournal
of Applied Genetig16(2):179-85.

Brym P., Kamifiski S., Ruoeae A. (2004). New SSCRmolphism within bovine STAT5A
gene and its associations with milk performancistia Black-and-White and Jersey
cattle. Journal of Applied Geneticd5(4):445-452.

Caroli A.M., Chessa S., Erhardt G.J. (2009). Inviteview: milk protein polymorphisms in
cattle: effect on animal breeding and human natritdournal of Dairy Science,
92(11):5335-52.

Chebel R.C., Susca F., Santos J.E. (2008). Leptimotype is associated with lactation
performance and health of Holstein codsurnal of Dairy Scienge91(7):2893-900.

Chen Q., Reis S.E., Kammerer C., Craig W.Y., LaRi&E., Zimmer E.L., McNamara D.M.,
Pauly D.F., Sharaf B., Holubkov R., Bairey C.N., ®&., Sopko F., Bontempo M.,
Kamboh. 1. (2003). Genetic variation in lectin-likxidized low-density lipoprotein
receptor 1 (LOX1) gene and the risk of coronaryergrtdisease.Circulation,
107:3146-3151.

Childers C.P., Reese J.T., Sundaram J.P., Vile,ID&kens C.M., Childs K.L., Salih H.,
Bennett A.K., Hagen D.E., Adelson D.L., Elsik C.@&011). Bovine Genome
Database: integrated tools for genome annotatioth discovery. Nucleic Acids
Research39:D830-834.

Cohen-Zinder M., Seroussi E., Larkin D.M., Loor.JBverts-van der Wind A., Lee J.H.,
Drackley J.K., Band M.R., Hernandez A.G., Shanilgwin H.A., Weller J.I., Ron M.
(2005). Identification of a missense mutation ia bovine ABCG2 gene with a major
effect on the QTL on chromosome 6 affecting milklgiand composition in Holstein
cattle.Genome Research5:936-944.

Comin A., Cassandro M., Chessa S., Ojala M., D#ilaZB., De Marchi M., Carnier P., Gallo
L., Pagnacco G., Bittante G. (2008). Effects of posite beta- and kappa-casein
genotypes on milk coagulation, quality, and vyietdits in Italian Holstein cows.
Journal of Dairy Science91(10):4022-7.

Dario C., Selvaggi M. (2011). Study on the STAT5&&\ polymorphism in Jersey cows and
association with milk production traitslolecular Biology Reports38(8):5387-92.

33



Darnell J.E. Jr. (1997). STATs and gene regulaBmence277:1630-1635.

Dovc P. (2000). Genetic polymorphisms in milk pmotgenes and their impact on milk
compositionAdvances in Experimental Medicine and Biolog§0:225-30.

Edwards C.J., Ginja C., Kantanen J., Pérez-Pardalresset A., Stock F.; European Cattle
Genetic Diversity Consortium, Gama L.T., Penedo MRZadley D.G., Lenstra J.A.,
Nijman [.J., (2011). Dual origins of dairy cattlearming--evidence from a
comprehensive survey of European Y-chromosomaahtian.PLoS Onef(1):15922.

Eigel W.N., Butler J.E., Ernstrom C.A., Farrell H.W., Harwalkar V.R., Jenness R., Whitney
R.M. (1984). Nomenclature of proteins of cow’s mififth revision.Journal of Dairy
Science67:1599-1631.

Farrell H.M. Jr, Cooke P.H., Wickham E.D., Piotréw<£.G., Hoagland P.D. (2003).
Environmental influences on bovine kappa-caseucgon and conversion to fibrillar
(amyloid) structureslournal of Protein Chemistry2(3):259-73.

Farrell H.M. Jr, Jimenez-Flores R., Bleck G.T., BroE.M., Butler J.E., Creamer L.K., Hicks
C.L., Hollar C.M., Ng-Kwai-Hang K.F., Swaisgood H.2004). Nomenclature of the
proteins of cows milkJournal of Dairy Scienceg7(6):1641-74.

Farrell H.M., Jr., Kumonsinski T.F., Pulaski P.,ohpson M. P. (1988). Calcium-induced
associations of the caseins: A thermodynamic liekagproach to precipitation and
resolubilization Archives of Biochemistry and Biophysi265:146-158.

Felius M. (1985). Genus Bos : cattle breeds ofitbdd. Merck, Rahway, N.Y. USA

Ferretti L., Leone P., Sgaramella V. (1990). Loagge restriction analysis of the bovine
casein genedlucleic Acids Research(23):6829-33.

Frank S.J. (2001). Growth hormone signalling asdrégulation: preventing too much of a
good thing. Revievierowth Hormonek IGF Research11(4):201-12.

Freeman M E., Kanyicska B., Lerant A., Nagy G.0@pD Prolactin: Structure, Function, and
Regulation of Secretiof®hysiological Reviewd0:1523-1631.

Gautier M., Laloé D., Moazami-Goudarzi K. (2010psights into the genetic history of
French cattle from dense SNP data on 47 worldwideeds. PLoS One,
5(9):13038-11.

Gautier M., Capitan A., Fritz S., Eggen A., Boiath&., Druet T. (2007). Characterization of
theDGATIK232A and variable number of tandem repeat polymismps in French
dairy cattle Journal of Dairy Scienc@0:2980-2988.

Grisart B., Coppieters W., Farnir F., Karim L., 8d2., Berzi P., Cambisano N., Mni M., Reid
S., Simon P., Spelman R., Georges M., Snell R.ZR@ositional candidate cloning of

34



a QTL in dairy cattle: Identification of a missermaeatation in the bovin®@GAT1gene
with major effect on milk yield and compositidBenome Research2:222-231.

Grisart B., Farnir F., Karim L., Cambisano N., KimJ., Kvasz A., Mni M., P. Simon, J. M.
Frere, Coppieters W., Georges M. (2004). Genetitfanctional confirmation of the
causality of thBGATIK232A quantitative trait nucleotide in affectinglkyield and
composition.Proceedings of the National Academy of Sciencéiseobnited States of
Americg 101:2398-2403.

Hallén E., Wedholm A., Andrén A., Lundén A. (2008&)ffect of beta-casein, kappa-casein
and beta-lactoglobulin genotypes on concentratfamitk protein variantsJournal of
Animal Breeding anenetics 125(2):119-29.

Haug A, Hgstmark A.T., Harstad O.M. (2007). Bovimék in human nutrition- a review.
Lipids in Health and Diseasé;25.

Haylock D.N., Nilsson S.K. (2006). Osteopontin: riiddge between bone and blodgkitish
journal of Haematologyl 34(5):467-74.

Heck J.M., Schennink A., van Valenberg H.J., BoweslH., Visker M.H., van Arendonk
J.A., van Hooijdonk A.C. (2009). Effects of milk gtein variants on the protein
composition of bovine milkJournal of dairy scienc&2(3):1192-202.

Houseknecht K.L., Baile C.A., Matteri R.L., Spuko®l.E. (1998). The biology of leptin: a
review.Journal Animal Scienc&,6(5):1405-20.

Ikonen T., Ojala M, Ruottinen O. (1999). Associaicbetween milk protein polymorphism
and first lactation milk production traits in Fishi Ayrshire cowsJournal of dairy
scienceB82(5):1026-33.

Jonker, J.W., Merino G., Musters S., van Herwaardef., Bolscher E., Wagenaar E.,
Mesman, E., Dale T.C., Schinkel A.H. (2005). Thedst cancer resistance protein
BCRP (ABCG2) concentrates drugs and carcinogenimotoxins into milk. Nature
Medicine,11: 127-129.

Kaminski S., Oléski K., Brym P., Malewski T., Sazanov A.A. (2006ingle nucleotide
polymorphism in the promoter region of the lactdfegene and its associations with
milk performance traits in Polish Holstein-Fries@ows.Genetika42(8):1117-20.

Kaupe B., Brandt H., Prinzenberg E.M., Erhardt Z20(7): Joint analysis of the influence of
CYP11B1 and DGAT1 genetic variation on milk prodoef somatic cell score,
conformation, reproduction, and productive lifespemn German Holstein cattle.
Journal Animal Sciencé&5:11-21.

Kgwatalala P.M., Ibeagha-Awemu E.M., Mustafa AZhao X. (2009). Influence of stearoyl-
coenzyme A desaturase 1 genotype and stage ofidecta fatty acid composition of
Canadian Jersey cowdournal of Dairy Scienc€2:1220-1228.

35



Khatib H., Rosa G.J., Weigel K., Schiavini F., 3snE., Bagnato A. (2007). Additional
support for an association between OLR1 and milkréats in cattle Animal Genetics,
38(3):308-10.

Khatib H., Leonard S.D., Schutzkus V., Luo W., Chan.M. (2006): Association of the
OLR1 Gene with Milk Composition in Holstein Dairy Cattldournal of Dairy
Science89:1753-1760.

Knize B., Siler R. (1978) Genetika Zaf. Statni zeruélské nakladatelstvi, Praha.

Kusakabe T., Maeda M., Hoshi N., Sugino T., Watenkh Fukuda T., Suzuki T. (2000).
Fatty acid synthase is expressed mainly in aduinboe-sensitive cells or cells with
high lipid metabolism and in proliferating fetalllse Journal of Histochemistry &
Cytochemistry48(5):613-22.

Kuss A. W., Gogol J., Bartenschlager H., Gelderm&hn(2005). Differences in Protein
Binding Associated with Polymorphic AP-1 Binding&Sin BovineCSN1S1. Journal
of Dairy Science88:2246-2252.

Lemay D.G., Lynn D.J., Martin W.F., Neville M.C.,a€ey T.M., Rincon G., Kriventseva
E.V., Barris W.C., Hinrichs A.S., Molenaar A.J.,llRad K.S., Magbool N.J., Singh
K., Murney R., Zdobnov E.M., Tellam R.L., Medran&.J German J.B., Rijnkels M.
(2009). The bovine lactation genome: insights ihi® evolution of mammalian milk.
Genome Biologyl0(4):R43.

Leonard S., Khatib H., Schutzkus V., Chang Y.M,, ltékeca C. (2005). Effects of the
osteopontin gene variants on milk production traitglairy cattle.Journal of Dairy
ScienceB88(11):4083-6.

Liefers S.C., Te Pas M.F.W., Veerkamp R.F., Vanldarde T. (2002). Association between
leptin gene polymorphisms and production, live Weignergy balance, feed intake
and fertility in Holstein heiferslournal of Dairy Science35:1633-1638.

Liefers S.C., Veerkamp R.F., Te Pas M.F.W., ChilliX.,Van der Lende T. (2005). Genetics
and physiology of leptin in periparturient dairyws Domestic Animal Endocrinology,
29:227-238.

Loftus R.T., MacHugh D.E., Bradley D.G., Sharp B.Munningham P. (1994). Evidence for
two independent domestications of catfRroceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amer@da2757-2761.

Lundén A., Nilsson M., Janson L. (1997). Markeceeffof beta-lactoglobulin polymorphism
on the ratio of casein to total protein in milkdournal of Dairy Science,
80(11):2996-3005.

MacDonald H.B. (2000). Conjugated linoleic acid alskase prevention: A review of current
knowledge Journalof theAmerican Collegef Nutrition, 19:111S-118S.

36



Mariani P., Summer A., Anghinetti A., Senese C.,@®egorio P., Rando P., Serventi P.
(1995). Effects of theisI-CN G alleleon the percentage distribution ofetasasl-,
aS2-,B-, andk- in Italian Brown cows. in Farrell HM Jr, JimerElores R, Bleck GT,
Brown EM, Butler JE, Creamer LK, Hicks CL, HollarMZ Ng-Kwai-Hang KF,
Swaisgood HE. (2004). Nomenclature of the prot@hgows' milk--sixth revision.
Journal of Dairy Science37(6):1641-74.

Mather I.H., Jack L.J., (1993). A review of the exllar and cellular biology of butyrophilin,
the major protein of bovine milk fat globule memeaJournal of Dairy Science,
76(12):3832-50.

McKnight R.A., Jimenez-Flores R., Kang Y., Creaméf., Richardson T. (1989). Cloning
and sequencing of a complimentary deoxyribonudeicd coding for a bovinesl-
casein A from mammary tissue of a homozygous Baw&rcow.Journal of Dairy
Science72:2464-2473.

Morris C.A., Cullen N.G., Glass B.C., Hyndman D.Manley T.R., Hickey S.M., McEwan
J.C., Pitchford W.S., Bottema C.D., Lee M.A. (2Q0Fatty acid synthase effects on
bovine adipose fat and milk falammalian Genoméd,8, 64-74.

Muszynska M., Szatkowska l., Grzesiak W., Dybus Zaporski D. (2010). Two single
nucleotide polymorphisms within bovine butyrophiligene (BTN/Haelll and
BTN/Schl) and their association with milk perforngartraits in Jersey cattl&rchiv
fur tierzucht/Archives of Animal Breedir (5): 501-509.

Naslund J., Fikse W.F., Pielberg G.R., Lunde NR008). Frequency and Effect of the
Bovine Acyl-CoA:Diacylglycerol Acyltransferase DGATI1) K232A Polymorphism
in Swedish Dairy Cattlelournal of Dairy Scienc81:2127-2134.

Nemir M., Bhattacharyya D., Li X., Singh K., Mukljeg A.B., Mukherjee B.B. (2000)
Targeted inhibition of osteopontin expression i@ thammary gland causes abnormal
morphogenesis and lactation deficiencjournal of Biological Chemistry 275,
969-976.

Ng-Kwai-Hang K.F., Hayes J.F., Moxley J.E., Monardt€ G. (1984). Association of genetic
variants of casein and milk serum proteins withkmiat, and protein production by
dairy cattle Journal of Dairy Sciencé&7(4):835-40.

O'Halloran F., Bahar B., Buckley F., O'Sullivan Csweeney T., Giblin L. (2009).
Characterisation of single nucleotide polymorphismdentified in the bovine
lactoferrin gene sequences across a range of deiny breeds. Biochimie,
91(1):68-75.

O'Halloran F., Berry D.P., Bahar B., Howard D.Jwe®ney T., Giblin L. (2010).
Polymorphisms in the bovine lactoferrin promotee associated with reproductive
performance and somatic cell cousdurnal of Dairy Scienge93(3):1253-9.

37



Oka K., T. Sawamura, K. Kikuta, S. Itokawa, N. Kynie Kita, and T. Masaki. (1998).
Lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptl mediates phagocytosis of
aged/apoptotic cells in endothelial celRroceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Ame@is®535-9540.

Oltenacu P.A., Broom D.M. (2010). The impact ohggc selection for increased milk yield
on the welfare of dairy cow&nimal Welfare19(S): 39-49.

Pawlik A., Sender G., Korwin-Kossakowska A. (2009ovine lactoferrin gene
polymorphism and expression in relation to mastésstanceAnimal Science Papers
and Reports27 (4):263-271.

Peterson D.G., Kelsey J.A., Bauman D.E. (2002).lysis of variation in cis-9, trans-11
conjugated linoleic acid (CLA) in milk fat of dairgows.Journal of Dairy Science,
85:2164-2172.

Prinzenberg E.M., Weimann C., Brandt H., BennewitzZKalm E., Schwerin M., Erhardt G.
(2003). Polymorphism of the bovine CSN1S1 promdiakage mapping, intragenic
haplotypes, and effects on milk production traitkurnal of Dairy Science,
86(8):2696-705.

Reese J.T., Childers C.P., Sundaram J.P., DickeMs, Childs K.L., Vile D.C., Elsik C.G.
(2010). Bovine Genome Database: supporting comm@amhotation and analysis of
the Bos taurus genomBMC Genomics11:645.

Ron M., Israeli G., Seroussi E., Weller J.I., Grep§., Shani M., Medrano J.F. (2007).
Combining mouse mammary gland gene expression amgarative mapping for the
identification of candidate genes for QTL of milkoguction traits in cattleBMC
Genomics$8, 183.

Roy R., Ordovas L., Zaragoza P., Romero A., MorénpAltarriba J., Rodellar C. (2006).
Association of polymorphisms in the bovine FASN gevith milk-fat contentAnimal
Genetics 37, 215-8.

Sawamura T., Kume N., Aoyama T., Moriwaki H., Hdstwa H., Aiba Y., Tanaka T, Miwa
S., Katsura Y., Kita T., Masaki T. (1997). An erfugtal receptor for oxidized low-
density lipoproteinNature,386:73-77.

Schennink A., Bovenhuis H., Le’on-Kloosterziel K,Man Arendonk J.A.M., Visker
M.H.P.W. (2009). Effect of polymorphisms in the AASOLR1, PPARGC1A, PRL
and STAT5A genes on bovine milk-fat compositiémimal Genetics40: 909-916.

Schnabel R.D., Kim J.J., Ashwell M.S., Sonstegar8.,TVan Tassell C.P., Connor E.E.,
Taylor J.F. (2005). Fine-mapping milk productionaqtitative trait loci on BTAG6:
analysis of the bovine osteopontin geReoceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Amerl€®,(19):6896-901.

38



Selvaggi M., Dario C., Normanno G., Celano G.V.riDaM. (2009). Genetic polymorphism
of STAT5A protein: relationships with productionaitis and milk composition in
Italian Brown cattleJournal of Dairy Researctv,6(4):441-5.

Seyfert H., Pitra C., Meyer L., Brunner R.M., Whexel .T., Molenaar A., McCracken J.Y.,
Herrmann J., Thiesen H., Schwerin M. (2000). Molacucharacterization of
STAT5A- and STATS5B-encoding genes reveals extendtagenic sequence
homogeneity in cattle and mouse and different deyref divergent evolution of
various domainslournal of Molecular Evolutior50:550-561.

Smith S., Witkowski A., Joshi A.K. (2003). Strucalirand functional organization of the
animal fatty acid synthasBrogressn Lipid Research42 (4):289-317.

Stinnakre M. G., Vilotte J. L., Soulier S., Merci@r C.(1994). Creation and phenotypic
analysis of alpha-lactalbumin-deficient mi¢&oceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of Ame@itél4):6544-8.

Stone R.T., Kappes S.M., Beattie C.W. (1996). Theirie homolog of the obese gene maps
to chromosome Mammalian Genomé(5):399-400

Taniguchi M., Utsugi T., Oyama K., Manmen H., Kobalgi M., Tanabe Y., Ogino A., Tsuiji
S. (2004). Genotype of stearoyl-CoA desaturase sso@ated with fatty acid
composition in Japanese Black CatMammalian Genome,4:142-148.

Taylor C., Everest M., Smith C. (1996). Restrictimmgment length polymorphism in
amplification products of the bovine butyrophilinerge: assignment of bovine
butyrophilin to bovine chromosome 28nimal Genetics27(3):183-5

Tito A.W., Charles T.G., Ruth C.N., Gary H.T., JéenJ.M., Zhihua J. (2008). Genome
Assembly Anchored QTL Map of Bovine Chromosome Iidernational Journal of
Biological Sciences}:406-414

Tsiaras A.M., Bargouli G.G., Banos G., Boscos C(R005). Effect of kappa-casein and beta-
lactoglobulin loci on milk production traits andpreductive performance of Holstein
cows.Journal of Dairy Scienc88(1):327-34.

Van Raden P.M. (2004) Invited review: selection reet merit to improve lifetime profit.
Journal of Dairy Sciencge87: 3125-3131.

Veerkamp, R.F., Oldenbroek J.K., Van der Gaast, Wdn der Werf J.H. (2000). Genetic
correlation between days until start of luteal\astiand milk yield, energy balance,
and live weightsJournal of Dairy Scienced3:577-583.

Wakao H., Gouilleux F., Groner B. (1994). Mammalgngl factor (MGF) is a novel member
of the cytokine regulated transcription factor gdamily and confers the prolactin
responseEMBO Journaj 13:2182-2191.

39



Wendorf F., Schild R. (1994). Are the early holoeeattle in the eastern sahara domestic or
wild? Evolutionary Antrhopology3:118-128.

Winter A., Kramer W., Werner F.A., Kollers S., Kaf, Durstewitz G., Buitkamp J.,
Womack J. E., Thaller G., Fries R. (2002). Assaaratof a lysine-232/alanine
polymorphism in a bovine gene encoding acyl-CoAcdiglycerol acyltransferase
(DGAT)) with variation at a quantitative trait locus fimilk fat content.Proceedings
of the National Academy of Sciences of the Unitate$ of America99:9300-9305.

Yue W., Fang X., Zhang C., Pang Y., Xu H., Gu Ga&R., Lei C., Chen H. (2011). Two
novel SNPs of the ABCG2 gene and its associatioite milk traits in Chinese
Holsteins.Molecular Biology Repor{s38(5):2927-32.

Zhang S., Knight T.J., Reecy J.M., Beitz D.C. (20@NA polymorphisms in bovine fatty
acid synthase are associated with beef fatty aoimhposition. Animal Genetics,
39:62-70.

Zhang, Y., Proenca R., Maffei M., Barone M., Leapabl, Friedman J. M. (1994). Positional
cloning of the mouse obese gene and its human loguelNature 372:425-432.

Databéaze online: [2012-04-03]. Dostupné mi#p://cs.wikipedia.orghttp://en.wikipedia.org

40



7. Seznam pouzitych zkratek
Ala — alanin

ABCG2 - ,ATP-binding cassette sub-family G membtér 2
Asp - kyselina asparagova
B4GALT1 - B-1,4-galactosyl-transferaza

BTA+¢islo - ,Bos taurusautozom® <¢iselné ozné&eni bovinniho chromozomu skotu a
piipadre blizSi lokalizace na raménku

cDNA - Usek deoxyribonukleové kyseliny vznikly zgthého pepisu mRNA
CLA - konjugovana kyselina linolova

DGAT - acylCoA: diacyglycerol transferaza

DNA - deoxyribonukleova kyselina

EBV - odhad plemenné hodnoty

EMSA - ,electrophoretic mobility shift assaynetoda pouZzivana pro zj&i vazby proteinu
na sledovany Gusek DNA

FASN - ,fatty acid synthase" - syntdza mastnychekiys

Gly - glycin

lle - isoleucin

LTF - laktoferin

MRNA - ribonukleova kyselina vznikla Zgpisu a seihu kodujici oblasti genu
OPN - osteopontin

ORLZ1 - receptor pro oxidovany nizkohustotni lipdeio

PCR - polymerazovgetézova reakce, metoda zaloZzena na komplemetitddken DNA a
rychlém namnoZzeni &itého Useku DNA

QTL - lokusy kvantitativnich znak
PRL - prolaktin

RFLP — polymorfizmus délky restikich fragment je metoda zaloZena na spe¢ifit
bakterialnich enzyin- reskrikénich endonukleaz

SCD1 - stearoyl-CoA desaturaza
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SDS-PAGE - elektroforeticka metoda s pouzitim plktylamidového gelu a sodium-dodecyl-
sulfatu jako denatutaiho¢inidla ucena hlave pro bilkoviny

Ser - serin
SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus

SSCP - Single strand conformation polymorphismymalrfizmus konformace jednoduchych
fetzcl, metoda je zaloZzena na elektroforéze jednovla&maNA s velkou rozliSovaci
schopnosti

STAT5A - ,signal transducer and activator of tramsion 5A"- signalni protein
Thr - threonin

Tyr - tyrosin

Val - valin

VLDL - ,very-low-density lipoprotein“ - lipoproteiro velmi nizké hustét

(Zdroj: http://cs.wikipedia.orghttp://en.wikipedia.orj
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