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Abstrakt

Tato prace pojednava o vlivu polymorfizmu FGF2 genu na mlé¢nou uzitkovost a
plodnost holstynského plemene skotu. Literarni reSerSe se zabyva jeho uzitkovosti a
upozoriiuje na soucasny problém tykajici se klesajici plodnosti vysoko uzitkovych
plemen mlééného skotu. Druhd polovina literarni reSerSe je vénovana FGF roding,
jeji charakteristice a spojitosti s mlécnou uzitkovosti skotu. FGF2 gen byl pro tuto
studii vybran proto, ze je ¢lenem drahy placentarniho laktogenu a interferonu-t, je
tedy zahrnut do zahajeni a udrzovani biezosti piezvykavcu a je piedpokladan jeho
vliv na mlé¢nou uzitkovost. Experimentalni ¢ast prace se zabyva genotypizaci 150
bykl holstynského plemene. Genotypizace byla provedena pomoci PCR-RFLP
metody a ziskana data byla nasledné statisticky vyhodnocena. Nebyla nalezena zadna
statisticky vyznamna spojitost polymorfizmu FGF2 k mlécné produkci holstynského
plemene. Bylo vSak zjiSténo, ze polymorfizmus FGF2 genu ma statisticky prukazny
vliv na plodnost krav a plemenic holstynského plemene linie NXA. Tento vliv ovSem
nebyl statisticky prikazny u jalovic obou linii a plemenic u linie NEA. SNP11646
polymorfizmus FGF2 genu by mohl byt vyuzitelny jako kritérium v gen asistované
selekci pro zvyseni plodnosti dojené¢ho skotu holstynského plemene, avsak pied jeho
zavedenim jakozto selekéniho kritéria v Slechtitelském programu je potieba dalsiho

navazujiciho vyzkumu.

Klicova slova: FGF2 gen; polymorfizmus; mlétna uzitkovost; plodnost;
genotypizace



Abstract
The objective of this study is to investigate the effect of polymorphism of the FGF2

gene locus at the milk yield and fertility of Holstein cows. Review contains
information about milk yield and reproductive performance of Holstein cows and
point out the problem with decreasing fertility of high-producing dairy cows. The
second part of review contains information about FGF family, its characterization
and its effect of production traits and reproductive traits in Holstein cows. FGF2 was
chosen for this study because it is a member of the placental lactogen pathway and
interferon-t and which means that, FGF2 is included in initiation and maintaining of
pregnancy in ruminants and therefore is possible to expect an effect on FGF2 on the
milk traits and reproductive traits of cattle. The experimental part of the work deals
with the genotyping of 150 bulls of Holstein breed. Genotyping was performed by
PCR-RFLP method. Data was obtained and statistically evaluated. No significant
effect of SNP11464 FGF2 polymorphism was found with association to milk
production of Holstein breed. However, a significant effect of SNP11464 was found
in regards to fertility with association to fertility of cows and breeding cattle of the
Holstein breed line NXA. This effect was not significant in heifers of both lines and
fertility of cows and breading cows in line NEA. SNP11646 FGF2 gene might be
useful as a criterion in gene-assisted selection to increase the fertility of Holstein
dairy cows but prior to its introduction as a selection criteria in the breeding
programme a further investigation of possible effect on fertility is necessary.

Key words: FGF2 gene; polymorphism; milk yield; fertility; genotyping
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1 UVOD

V soucasné dobé dochdzi k velmi intenzivnimu Slechténi dojené¢ho skotu za
ucelem zvySeni produkce mléka. Vyssi mlécna uzitkovost je dosahovana intenzivni
selekci a podporovana lepSim managementem a zajiSténim kvalitni vyZivy. Pro
realizaci intenzivni selekce je nutné ziskat predstavu o plemenné hodnoté
konkrétnich jedinct, jejich ptibuzenstva a potomki. Tento proces je tedy velmi
zdlouhavy, a tak se nabizi moZnost vyuzit metod molekularni genetiky za ucelem
detekce variability v DNA jiz v raném véku zvifat. V plemenitbé by se pak vyuzivali

pouze byci, jejichz piredpoklad uzitkovosti by byl provéien jiz v mladém veéku.

V procesu Slechténi dojenych plemen skotu, zejména plemene holstynského,
dochazi jiz celou fadu let k vyznamnému propojovani genofondu jeho jednotlivych
subpopulaci, chovanych v riznych zemich. Geneticky vyzkum v oblasti molekularni
genetiky 1 Vv oblasti statistickych metod kvantitativni genetiky ptinasi dal$i nové
poznatky. Pfibyva mnoho studii vénovanych problematice novych principt selekce,
kdy je svyuzitim informaci o jednoduse dédi¢nych znacich zaclefiovano do
selek¢éniho programu selekéni kritérium - marker. Markery asistovana selekce (MAS;
Marker Assisted Selection) je zalozena na slozeném indexu, ktery zahrnuje jak
ucinek polygent selektované uzitkové vlastnosti, tak i efekt ptislusného jednoduse
dédi¢ného markeru. Metodicky jde v podstaté o stanoveni efektu markeri ve vazbé
s lokusy kvantitativnich vlastnosti (QTL; Quantitative Trait Loci), vyjadienymi
zpravidla piislusnou plemennou hodnotou, dnes nejcastéji odhadovanou Animal
modelem (Urban et al., 1997). Pokrocilejsi metoda - genomicka selekce (GS;
Genomic Selection) se vyuziva ke stanoveni jednonukleotidovych polymorfizmt
(SNP; Single Nucleotide Polymorphism). Pomoci mikrocipt, které jsou schopny
detekovat nukleotidové zmény v celém genomu. Na zaklad¢ toho lze odhadnout

budouci uzitkové zalozeni jedince.

Intenzivni $lechténi holStynského plemene skotu na vysokou produkci mléka
vSak piineslo 1 negativni dusledky, a to snizeni plodnosti. Jedna se o celosvétovy
problém a bylo prokazano, ze ma piimou souvislost s vysokou produkci mléka.

Z tohoto divodu je zapotiebi zahrnovat rovnéz plodnost skotu do selekénich kritérii.
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Gen fibroblastového ristového faktoru 2 (FGF2; Fibroblast Growth Factor 2)
reguluje expresi interferonu-t, ktery je klicovym ¢lenem signalni transduk¢ni drahy
zahrnuté v produkci mléka (Wang et al., 2008) a cilem této diplomové prace je prave
hledani asociace polymorfizmu tohoto genu Kk mlécné uzitkovosti a plodnosti

u holstynského plemene skotu.
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2 LITERARNI PREHLED

2.1 Mlééna uzitkovost

Dojivost je velmi komplexni fyziologickéa vlastnost, kterd je zavisla na stupni
vyvoje a ¢innosti nejen vSech hlavnich télnich orgéni, zejména soustavy krevniho
obé&hu, travici a dychaci soustavy, ale 1 na ¢innosti nervového systému a v neposledni
radé také na zlazach s vnitini sekreci, predevS§im zlazach pohlavnich. Vlastni funkci
mlécné zlazy je mozné do urcité miry chéapat jako velmi slozity proces, pti kterém
dochazi k systematické pfeméné bilkovin, tukd a glycidl pfijimanych potravou na
mléény albumin, kasein, mléény tuk a mléény cukr. Cinnost mlééné Zlazy je zavisla

jak na genetickych dispozicich, tak na hormonalnich vlivech (Urban, 1997).

Koeficient ddivosti (h?) pro index perzistence laktace (podil mnozstvi mléka
za druhych 100 dnt k prvnim 100 dntim laktace, P 2:1) je zpravidla nizky, byl
odhadnut v rozmezi h?=0,09-0,18 (Dobson et al., 2007; Dekkers et al., 1998;
Haile—Mariam et al., 2003; Muir et al., 2004). Rozsah hodnot koeficientu dédivosti
pro produkci mléka se u riznych plemen pohybuje v rozmezi 0,25-0,35. Vyssi
hodnoty h? v rozmezi 0,40-0,60 byly zjistény u procentudlniho obsahu mléénych
komponent (Urban, 1997). Koeficient dédivosti pro obsah bilkovin byva zpravidla
Vys$i nez koeficient dédivosti pro tunost mléka. Na zakladé¢ dosud provedenych
studii zabyvajicich se vypo¢tem hodnot koeficientu dédivosti pro mnozstvi a
kvalitativni slozky mléka u plemen skotu chovanych v CR lze jeho hodnotu
odhadnout: pro produkci mléka 0,25-0,30, pro procentualni obsah tuku 0,35-0,45,
pro obsah bilkovin 0,40-0,50, pro celkovou produkci tuku cca 0,35 a celkovou
produkci bilkovin 0,35-0,40 (Urban, 1997).

Dosud bylo u skotu zjisténo 77 QTL ovliviiyjicich mlé¢nou produkei, (Cattle
QTLdb). Kandidatni geny jsou uréovany na zakladé vazebnych analyz (Wang et al.,
2008; Rothschild & Soller, 1997). QTL, jsou mapovany do oblasti obsahujicich
pravdépodobny vyskyt kandidatnich genti pro mlé¢nou produkci, reprodukei, funkéni
vlastnosti (rychlost dojeni, zivotnost stada, aj.) a konformaci bilkovin a byly
identifikovany v ptedchozich studiich na bovinnich autozomech (BTA; Bos Taurus
Autosome) 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 14, 19, 20, 23, 26, 27 a 29. Mapovanim QTL se
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zabyvaly pocetné studie (Kolbehdarl et al., 2008; Boichard et al., 2003; Ashwell et
al., 2005; Schnabel et al., 2005).

Tab. 1: Mapa QTL pro uzitkové vlastnosti mlé¢né produkce skotu (Khatkar et

al., 2004)
BTA dojivost| bilkoviny [kg]| % bilkovin | tuk [kg] % tuku SSB
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BTA — bovinni autozom; SSB- skére somatickych buniek

Vtab. 1 jsou na mapé znazornény bovinni autozomy 1-11 a v Tab. 2 je

zndzornéna mapa s bovinnimi autozomyl12-29. Kazdy chromozom je rozdélen do

usekt dlouhych ptiblizné 30 cM a jednotlivé teCky v téchto oblastech znazornuji
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pritomnost QTL: ¢ P < 0,001, « 0,001 < P < 0,01 a 0,01 < P < 0,05 mirné
vyznamné (Khatkar et al., 2004).

Tab. 2: Mapa QTL pro uzitkové vlastnosti mlééné produkce skotu (Khatkar et

al., 2004)
Iﬁ dojivost ‘f_b.ilkoviny [kg] % bilkovip tuk [kg]‘ % tuku SSB 1
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BTA — bobinni autozom, SSB — skére somatickych bunék

QTL ovlivigjici dojivost (MY; milk yield) byly identifikovany na 20. a 29.
autozomu skotu. Nejvyssi hustota QTL asociovanych s vlastnostmi mléka byla

nalezena na BTA14 a BTA6, konkrétné jsou zde vyrazné QTL oblasti na BTA 6, a to
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49+5,0 cM a 87+7,9 cM (Ogorevc et al., 2009). Mnoho studii dale uvadi, ze na BTA
6 je lokalizovano QTL ovliviiujici dojivost, mnozstvi a procentualni obsah bilkovin
vmléce a mnozstvi a procento tuku v mléce a je umisténo Vv blizkosti markeru
BM143 (Khatkar et al., 2004). QTL v blizkosti BM143 ma pravdépodobné vliv na
produkci a procento mlécnych bilkovin, mnozstvi a procento tuku. QTL pro procento
mlééného tuku byly detekovany rovnéz v centromerické oblasti bovinniho autozomu
14 (BTAL4) (Khatkar et al., 2004). Byly také zjistény QTL na chromozomech 3, 6 a
20 a na chromozomech 1, 3, 6, 9, 14 a 20 pro procento mléénych bilkovin. QTL
spojené s mlé¢nou uzitkovosti byly detekovany na chromozomech 2, 11, 15, 22, 24,

25 a 28 (Khatkar et al., 2004).

U nékterych chromozomt, zejména u BTA 3, 6, 9, 14, 20 a 23 je uvadéno, ze
ukryvaji QTL s pleiotropnim efektem na produkci mléka, coz lze predpokladat na
zéklad¢ znalosti genetickych korelaci mezi uzitkovymi vlastnostmi (Khatkar et al.,
2004). Na chromozomech 3, 6 a 20 se nachazi QTL pro procento bilkovin a na
chromozomech 1, 3, 6, 9, 14 a 20 QTL pro procento bilkovin v mléce. Nizka hustota
QTL spojenych s mléénou uzitkovosti byla zjisténa na chromozomech 2, 11, 15, 22,
24, 25 a 28 (Khatkar et al., 2004).

2.2 Plodnost

Je vSeobecné znamo, Ze existuje antagonisticky vztah mezi vysokou produkci
mléka a plodnosti dojnic (Khatib et al., 2009; Lopez-Gatius, 2003; Dobson et al.,
2008). Intenzivni selekce na vysokou produkci mléka je spojena s naruSenim
hormonalni rovnovahy a niz$i intenzitou fije, coz vede ke sniZzeni plodnosti
vysokoprodukénich dojnic (Khatib et al., 2010; Royal et al., 2000; Dobson et al.,
2008).

Produkce mléka na dojnici neustdle nartsta, napt. v USA se v letech
19912001 zvysila ptiblizné o 20 % a stale nartistd. Zaznamenany narst mlécné
produkce je dusledkem zavedeni vhodnéjSiho managementu, kvalitni vyZivy a
uplatiovani intenzivni genomické selekce (Lucy, 2001). Snizeni plodnosti
vysokoprodukénich dojnic je celosvétové rozsifeny problém (Royal et al., 2000;
Dobson et al., 2007, 2008), ktery je hlavni pfi¢inou ekonomickych ztrat ve stadech
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dojené¢ho skotu (Khatib et al. 2009). Dulezitym aktualnim chovatelskym cilem je
tedy zvySeni plodnosti skotu (Blaschek et al., 2011). Celosvétovy rozmér problému
dokumentuje kromé studii v USA také informace o poklesu plodnosti v Irsku (Lucy,
2001; Roche, 2000), ve Velké Britanii (Lucy, 2001; Royal et al., 2000) a Australii
(Lucy, 2001; Macmillan et al., 1996). Butler (1998) a O’Farrell & Crilly (1999)
prezentuji data vykazujici pokles procenta zabfeznuti po prvni inseminaci v USA
(New York) a Irsku pfiblizné o 25 % v roce 1996 oproti roku 1951. Podle Lucyho
(2001) a Dransfielda et al. (1998) bylo v roce 1998 procento zabteznuti pti spontanni
ovulaci po inseminaci okolo 45 % (Lucy, 2001; Schmitt et al., 1996; Pursley et al.,
19974, 1997b, 1998).

Jednim z faktori majicich vliv na snizeni plodnosti dojeného skotu mohou byt
1 ménici se podminky zivotniho prostfedi, zejména klimatu (Lucy, 2001; Bradley,
2000). Je znamo, ze je reprodukce krav extrémné citliva k tepelnému stresu
v dasledku zvySeného metabolismu provazejiciho laktaci (Lucy, 2001; Wolfenson et

al., 2000). Vyssi produkce mléka tento metabolicky stres zvySuje (Cassell, 2001).

Dédivost (heritabilita) plodnosti je velmi nizka (0,03-0,19) (Dobson et al.,
2007; Dekkers et al., 1998; Haile-Mariam et al., 2003; Muir et al., 2004) a G¢innost
tradiéniho zptisobu selekce je tedy limitovana (Druet et al. 2008; Guillaume et al.
2007). Lucy (2001) poznamenava, ze se epidemiologické studie zminuji rovnéz

o dalsich faktorech snizujicich plodnost krav.

Existuji 1 vyjimky v rdmci plemen, u nichZ genetickd korelace mezi plodnosti
a produkci neni zaporna, ale kladnd, tzn. ¢im lepsi je produkce skotu, tim vyssi je
I plodnost. Piikladem je norsky cerveny skot (Dobson et al., 2007; Chang et al.,
2006). Vliv zvySujici se mlééné produkce je relativné maly v porovnani s vlivem
dalSich faktorii, kterymi jsou napf. onemocnéni v poporodnim obdobi (zadrzeni

placenty, metritida, ovaridlni cysty (Lucy, 2001).

Hlavni pfi¢inou neplodnosti a vysSiho poctu piipadi pozdni embryondlni
mortality u dojeného skotu je naruSena hormonalni rovnovaha zpusobujici
prodlouzenou lutealni aktivitu nebo zpozdéni ovulace (Driver et al., 2009; Lamming
& Darwash, 1998). Procento zabtezavani krav je zavislé na procentu ptezitelnosti
embryi. Je potieba identifikovat genetické faktory zodpovédné za sniZeni procenta

prezitelnosti embryi. Identifikace téchto faktori by umoznila snizeni frekvence
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nepiiznivych alel, a tim zlepSeni reproduk¢ni urovné dojeného skotu (Khatib et al.,
2009).

Reprodukéni schopnosti zahrnuty v selekénich indexech (Miglior et al., 2005).
Velka pozornost byla vénovana QTL ovliviijicich plodnost, a to ke klesajici
uspésnosti inseminace u holStynského skotu. Genetické mapovani QTL asociovanych
s plodnosti krav se tedy jevi jako uzitecné, protoze identifikace gen s hlavnim
efektem na plodnost by umoznila selekci vedouci ke zvySeni reprodukéni schopnosti
dojeného skotu, uplathovanou zejména jako marker asistovana selekce (Druet et al.,

2008; Guillaume et al., 2007; Driver et al., 2009) nebo gen asistovana selekce.

Podle Khatkara et al. (2004) a Schrootena et al. (2000) jsou na BTA 4
lokalizovany QTL majici vliv na délku biezosti. QTL s vlivem na stupeni obtiznosti
porodu a narozeni mrtvych mlad’at jsou tizce spojena s hlavnim histokompatibilnim
komplexem BoLA (Bovine Leukocyte Antigen; hlavni histokompatibilni komplex)
na BTA 23 u holstynsko-friského plemene skotu (Khatkar et al., 2004; Kuhn et al.,
2003).

2.3 Genomika ve Slechtitelském programu dojeného skotu

Béhem posledniho desetileti roste zdjem védcl o pouziti poznatkli genomiky

ve Slechtitelském programu dojeného skotu (Sonstegard et al., 2001).

Geneticka variabilita je zakladem fenotypové proménlivosti produkce a
rozdilné konformace bilkovin v aminokyselinovém fetézci (Smaragdov et al., 2006).
Prikladem rozdilné¢ konformace bilkovin muize byt p-kasein, druhy nejvice
zastoupeny protein v mléce po a-kaseinu. Jeho molekula se sklada z 209
aminokyselin a dosud bylo detekovano 12 rtiznych polymorfnich variant genu pro
B-kasein - A1, A2, A3,A5,B,C,D, E, F,G,Hal (Ryba, 2011; Manga, 2007).

Genom skotu byl kompletné osekvenovan roku 2007 (Khatkar et al., 2007) a
bylo nalezeno cca 22 700 genu a ptiblizn¢ 2 miliony SNP (single nucleotide
polymorphism; jednonukleotidovy polymorfizmus). Variabilita genotypu zptisobena
substituci, inzerci ¢i deleci je S$iroka, avSak pouze mala ¢ast téchto mutaci je

v kodujici oblasti. Pievazna ¢ast fenotypové variability zpisobena polymorfizmem
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vdaném lokusu je prakticky bezvyznamna (Zukiewicz et al., 2012). Nova
technologie DNA ¢ipti (microarrays) umozinuje genotypizaci mnoha tisici SNP
(Druet et al., 2008; Khatkar et al., 2006, 2007; Gautier et al., 2007). SNP jsou mista
v genomu, kde se mohou vyskytovat jeden nebo dva odlisné nukleotidy (Brown,
2007), jsou nejcastejsi ze vSech DNA variant v genomu (Kolbehdari et al., 2008;
Snelling et al., 2005) a jejich preference jako genetického markeru roste diky
niz§imu vyskytu mutaci a snadné genotypizaci (Kolbehdari et al., 2008; Hinds et al.,
2005). SNP se pouziva pro detekei a lokalizaci QTL pro uzitkové vlastnosti u mnoha
druhti (Kolbehdari et al., 2008; Daw et al., 2005). Hlavnim cilem téchto QTL studii
je najit geny/markery, které by mohly byt realizovany ve Slechtitelském programu
prostiednictvim MAS (Marker Assisted Selection; marker asistovand selekce)
(Khatkar et al., 2004; Abdel-Azim & Freeman, 2002; Spelman & Garrick, 1996)
nebo GAS (Gene Assisted Selection; gen asistovana selekce). Pro identifikaci
genetickych markerQ jsou pouZivany dvé hlavni metody: mapovani celého genomu a
ptistup kandidatnich genti (Oikonomou et al., 2011; Veerkamp & Beerda, 2007).
Ptistupem kandidéatnich gent byl zjistén pravdépodobny vliv genu fibroblastového
rastového faktoru (FGF2) na dojivost a plodnost dojeného skotu (Oikonomou et al.
2011).
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2.4  Rodina fibroblastovych rustovych faktoru

2.4.1. Charakteristika rodiny fibroblastovych rustovych faktori

Rodina fibroblastovych rastovych faktorti se sklada z nékolika strukturné
podobnych proteint, které vykazuji rozmanitost biologickych funkci - od proliferacni
a neurotrofické aktivity, aZ po na tkani dependentni modulaci bunééné diferenciace
(Jackson et al., 1997; Basilico &Moscatelli, 1992; Burgess & Maciag, 1989). Jejich

lokalizaci v genomu skotu nalezneme v tab. 3.

Tab. 3: Lokalizace FGF gent v genomu skotu (NCBI, 2014)

Gen Lokalizace Sekvence

FGF1 Chromozom 7 55472447 .. 55602023
FGF2 Chromozom 17 35199615..35259135
FGF3 Chromozom 29 47692791 .. 47699877
FGF4 Chromozom 29 47656594..47657616
FGF5 Chromozom 6 96723382..96746176
FGF6 Chromozom 5 106157909..106169922
FGF7 Chromozom 10 61005196..61069244
FGF8 Chromozom 26 22374836..22380835
FGF9 Chromozom 12 35630809..35647611
FGF10 Chromozom 20 30519216..30533635
FGF11 Chromozom 19 27751012..27757019
FGF12 Chromozom 1 75288095..75899444
FGF13 Chromozom X 22043201..22693068
FGF14 Chromozom 12 82112586..82751285
FGF16 Chromozom X 79946794..79954814
FGF17 Chromozom 8 69859421..69864844
FGF18 Chromozom 20 3132655..3195037
FGF19 Chromozom 29 47590266..47607009
FGF20 Chromozom 27 19273621..19283327
FGF21 Chromozom 18 55833861..55836219
FGF22 Chromozom 7 44876333..44878980
FGF23 Chromozom 5 106208179..106216757

Dosud bylo popsano 22 FGF, které byly zatazeny do 7 podrodin (tab. 4)
(Portela et al., 2010; Itoh & Ornitz, 2004), funkce vé€tSiny z nich je realizovana
prostfednictvim transmembranovych receptord fibroblastovych rustovych faktort

(FGFR; Fibroblast Growth Factor Receptor) (Portela et al., 2010).
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Tab. 4: FGF podrodiny u ¢lovéka (upraveno podle Hynes et al., 2010; Ornitz et
al., 1996; Zhang et al., 2006; Kurosu et al., 2006, 2007; Suzuki et al., 2008;
Schwertfeger, 2009; Portela et al., 2010; Machado et al., 2009; Beenken &
Mohammadi, 2009; Itoh & Ornitz, 2004)

FGF podrodina FGF zarazené v podrodiné
FGF1 podrodina FGF1; FGF2
FGF4 podrodina FGF4; FGF5; FGF6
FGF7 podrodina FGF3; FGF7; FGF10; FGF22
FGF8 podrodina FGF8; FGF17; FGF18
FGF9 podrodina FGF9; FGF16; FGF20
FGF19 podrodina FGF19; FGF21, FGF23

Fibroblastové homologni faktory FGF11-14

Fibroblastové rustové faktory jsou vyznamné pro svou rozhodujici roli pfi
morfogenezi u vyvijejiciho se embrya (Thisse & Thisse, 2005) a pro proliferaci
endotelialnich bunék (Kotlin & Dyr, 2008; Carmeliet et al., 2003). Nékteré FGF a
FGFR se ucastni ¢asného vyvoje plodu u savci (Cooke et al., 2009; Haimovici et al.,
1991; Hrabe et al., 1995; Taniguchi et al., 1998) a také rtuznych fazi vyvoje od
pozdni gastrulace az po vznik zakladd jednotlivych organt (Arman et al., 1998;
Feldman et al., 1995; Yamaguchi et al., 1994; Deng et al., 1994; Mansour et al.,
1993; Cohn et al., 1995; Post et al., 1996; Neubuser et al., 1997; Herbert et al.,
1994). U dospélych jedinct jsou zapojeny v angiogenezi, ucastni se pii procesu
hojeni ran, ale i pfi vyvoji tumoru (Arman et al., 1998; Flamme & Risau, 1992;
Werner et al., 1994; Folkman, 1995), vzniku kongenitalnich defekti lebky nebo
defektti koncetin (Wilkie et al., 1995). Fibroblastové rlstové faktory ptedstavuji
velkou skupinu autokrinnich a parakrinnich faktori, které maji rizné biologické
funkce u riznych mnohobunéénych organizmu (Michael et al., 2006; Ornitz & Itoh,
2001). Naptiklad FGF2, FGF9 a FGF18 hraji roli pfi vyvinu gonad a diferenciaci
pohlavi (Portela et al., 2010; Koike & Noumura, 1994; Cotton et al., 2008; Cory et
al., 2007). Jsou téz zapojeny v parakrinni signalizaci U ovarialnich folikuld a bylo téz
zjisténo, ze se podileji na funkci vajecnikt (Portela et al., 2010). Napt. FGF7 a

FGF10 jsou exprimovany pievazné v thekalnich bunkach a jejich hlavni receptor, b
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splice varianta FGFR2 je umisténa na granuldznich bunkach (Portela et al., 2010;
Berisha et al., 2004; Parrott & Skinner, 1998). Oba proteiny, FGF7 a FGF10 inhibuji
sekreci estradiolu z granuloznich bunék (Portela et al., 2010; Parrott & Skinner,
1998; Buratini et al., 2007). FGF9 je také exprimovan predevsim v thekalnich
bunkach a stimuluje sekreci progesteronu z granuldznich bunék (Portela et al., 2010;
Drummond et al., 2007).

Nekteti zastupci FGF rodiny a jejich receptory byly detekovany v mlécné zlaze

(Wang et al., 2008; Coleman-Krnacik & Rosen, 1994).

2.4.2 FGFR (Receptory fibroblastovych rustovych faktori)

FGF interaguji se skupinou tyrozinkinazovych receptorti zndmych jako FGF
receptory (FGFR). Na obr. 1 je zobrazena kinazova doména FGFR1 ¢lovéka. Tyto
receptory (FGFR1; FGFR2; FGFR3; FGFR4) jsou kddovany ¢tyfmi geny (Bottcher
& Niehrs, 2005; Johnson & Williams, 1993). FGFR1-FGFR3 jsou lokalizovany
v thékalnich a granuldéznich bunkach vajeénikii skotu (Drummond et al., 2007;
Berisha et al., 2004; Parrott & Skinner, 1998), exprese FGFR4 je omezena na
thekalni buniky (Drummond et al., 2007; Buratini et al., 2005).

Obr. 1: Krystalicka struktura kinazové domény FGFRI1 ¢lovéka. Proteinovy
fetézec je spektralné barven od N-konce k C-konci (Protein Data Bank,
2014)
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FGFR3 je receptor tyrozinkindzy exprimovany v kostech, mozku, pateini
mise a hlemyzdi ucha. Bodové mutace FGFR3 genu zptsobuji tfi odlisné kostni
dysplazie: achondroplazii, hypochondroplazii, thanatoforickou dysplazii (Colvin et
al., 1996). Achondroplazie je nejcastéjsi formou genetické zakrslosti a je zptisobena
témef ve vSech pfipadech substituci glycinu za arginin v pozici 380
Vv transmembranové doméné FGFR3 (Colvin et al., 1996; Muenke & Schell, 1995;
Rousseau, 1994; Shiang et al., 1994). Nedavno byly u pacientti s Crouzonovym
syndromem (kraniofacialni dysostdza, lat. Dysostosis craniofacialis), coz je
autozomalné¢ dominantni onemocnéni charakterizované vrozenou poruchou vyvoje
lebky, objeveny transmembranové mutace v FGFR3 (odli$né od achondroplazie). Do
té¢ doby byl Crouzoniv syndrom spojovan s mutaci na imunoglobulinu podobné

doméng III receptoru FGFR2 (Colvin et al., 1996; Meyers et al., 1995).

FGFR jsou receptory tyrozinkinazy, které obsahuji extracelularni doménu
vazajici specificky ligand (obr. 2), transmembranovou doménu a intracelularni
intracelularni tyrozinovou doménu pro sestiih. Extracelularni oblast obsahuje dva
nebo tfi imunoglobulinu podobné domény (imunoglobulin Ig-like domain) a doménu
vazajici heparin (Itoh & Ornitz, 2004; Ornitz, 2000; Powers, 2000). Kratké formy
receptord mohou mit vétsi afinitu k nékterym FGF vice nez formy dlouhé (Ornitz et
al., 1996; Wang et al., 1995). FGF vaze FGFR a vyvolava jeho dimerizaci a
fosforylaci specifickych cytoplazmatickych thyroidnich zbytkl. Fosforylace FGFR
spousti aktivaci drahy cytoplazmatického signalniho transduktoru (Itoh & Ornitz,
2004). Byly identifikovany 2 skupiny receptorit pro FGF na povrchu buiky:
s vysokou a s nizkou afinitou. Ctyfi vysoce afinni receptory (FGFR1-FGFR4 jsou
sloZzeny z extracelularni ligand vazici domény, ktera obsahuje 3 imunoglobulinu
podobné¢ domény (D1-D3), jednoduchého transmembranového helixu (Single
Transmembrane Helix) a cytoplazmatické domény, kterd obsahuje protein
tyrozinkinazu (Plotnikov et al., 1999; Jaye et al., 1992; Johnson & Williams, 1993).
Nizkoafinni receptory jsou heparin a heparansulfatproteoglykan (HSPG, Heparan
Sulfate-containing Proteoglycan) (Plotnikov et al., 1999; Burgess & Maciag, 1989).
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Obr. 2: Krystalicka struktura FGF v komplexu s extracelularni doménou vazici
ligand FGFR2 (Protein Data Bank, 2014)

VétSina FGF je sekretovana bud endoplazmatickym retikulem, Golgiho
aparatem nebo alternativni exocytotickou drahou (Ocon-Grove et al., 2008; Ornitz &
Itoh, 2001; Itoh & Ornitz, 2004). Po sekreci fibroblastovych ristovych faktort
dochézi ke spojovani FGF s heparinem nebo heparansulfatproteoglykanem, ktery
stabilizuje FGF, ¢imz zabranuje tepelné denaturaci a proteolyze a FGF tak mohou
efektivnéji aktivovat FGFR (Itoh & Ornitz, 2004; Ornitz & Itoh, 2001; Ornitz, 2000).
Heparansulfatproteoglykan (HSPGs) je povazovan za dilezity regulator biologické
aktivity FGF2, protoZze pusobi pifimo na povrchovy receptor bunky (Ornitz et al.,
1992; Ruoslahti, 1989). Heparin a heparansulfatproteoglykan jsou téz vyznamnymi
regulatory bunééného rastu (Ornitz et al., 1992; Vlodavsky et al., 1987) a
heparansulfat je slozkou vétSiny extracelularnich struktur, tzn., ze se predpoklada
jeho vliv na kontrolu ristu béhem morfogeneze na bunécnou diferenciaci a rist
endotelialnich bunék (Saksela & Rifkin, 1990; Castellot et al., 1987; lozzo, 1988;
San Antonio et al., 1987; Thesleff et al., 1989).

Rozmanitost receptort je vytvafena alternativnim sestfihem (Groth &

Lardelli, 2002). Jeden z téchto sestfihit v ramci imunoglobulinu podobné doméné
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(imunoglobulin like domain) FGFR1-3, kde probéhne sestfih jednoho nebo dvou
exonli z kdédovaného transkriptu, vytvaii podtypy receptorii nazyvanych Iglllb a
Iglllc. Tyto sestfihané varianty rozpoznavaji odlisné ligandy (Johnson et al., 1991,
Werner et al., 1992, Powers et al., 2000). Iglllb forma FGFR2 (R2b) interaguje
predevsim s FGF1, 3, 7, 10 a 22, zatimco forma Iglllc (R2c) interaguje s FGF 1, 2, 4,
6 a 9 (Cooke et al., 2009; Powers et al. 2000, Itoh & Ornitz 2004).

Kazdy FGF ligand vaze specificky FGFR, ktery zesiluje dimerizaci receptoru,
aktivaci kinazy a autofosforylaci specifickych thyroidnich zbytkd (Hynes & Watson,
2010; Mohammadi et al. 1996; Lew et al. 2009).

2.4.3 FGF1 podrodina

2.4.3.1 Fibroblastovy ristovy faktor 1 (FGF1)

FGF1 (Fibroblast Growth Factor 1), zobrazeny na obr. 3, znamy také jako
acidicky FGF byl nalezen v oocytech folikuld, granuldéznich bunikach, thekalnich
bunkach a ve Zlutém télisku (Drummond et al., 2007; Berisha et al., 2004; Makris et
al., 1989; Guthridge et al., 1992; Peluso & Pappalardo, 1999; van Wezel et al., 1995;
Nilsson et al., 2001). Jeho exprese byla u skotu lokalizovana pfedevsim v thekalnich
bunkach (Buratini et al., 2005; Berisha et al., 2004). Ukazalo se, ze FGF1 a FGF2
stimuluji granul6zni buriky, thekalni buiiky a lutealni prolifera¢ni buiiky (Drummond
et al., 2007; Grazul-Bilska et al., 1995; Gospodarowicz et al., 1989; Hoshi et al.,
Lavranos et al., 1994; Roberts & Ellis, 1999).
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Obr. 3: 3D struktura FGF1 skotu. Proteinovy fetézec je spektralné barven od N-
konce k C-konci (Protein Data Bank, 2014)

2.4.3.2 Fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2)

FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), znamy jako bazicky FGF, umistény na
17. chromozomu skotu (obr. 4), byl prvnim identifikovanym ¢lenem velké rodiny
FGF (Cooke et al., 2009). Fibroblastovy ristovy faktor 2 (FGF2; Fibroblast Growth
Factor 2) je exprimovan v déloznim endometriu Vv pribéhu fije a v obdobi Casné
brezosti (Wang et al., 2008). FGF2 reguluje expresi interferonu-t, kli¢ového ¢lena
signalni drahy zasahujiciho do produkce mléka (Wang et al., 2008). Wang et al.,
(2008) a Plath et al. (1998) také dale uvadi, ze v mlééné Zlaze skotu dochazi
k expresi FGF2 v priubéhu riznych vyvojovych stadii, coz naznacuje jeho dulezitost
pro vyvoj mlécné Zlazy. Rovnéz exprese mikroRNA (miRNA) v mlééné Zlaze by
mohla hrat dulezitou roli v regula¢nich drahach pti vyvoji mlééné Zlazy, produkci
mléka a odolnosti nebo vnimavosti k mastitidé (Ogorevc et al., 2009; Silveri et al.,
2006).
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Obr. 4: Lokalizace FGF2 genu na 17. bovinnim autozomu (NCBI, 2014)

FGF2 gen je také kandidatnim genem pro plodnost skotu (Oikonomou et al.
2011). Khatib et al. (2008) uvadi spojitost FGF2 genu s prezitelnosti embryi a
procentem oplodnéni v pokusech in vitro. FGF2 muze stimulovat hematopoézu
(Bikfalvi et al., 1997; Bikfalvi & Han, 1994; Allouche & Bikfalvi, 1995) a hrat
dilezitou roli pii diferenciaci a funkci nervového systému (Bikfalvi et al., 1997,
Logan et al., 1991; Baird, 1994; Unsicker et al., 1992), funkci oc¢i (Bikfalvi et al.,
1997; McAvoy et al., 1991) a funkci pii hojeni kosti a osteogenezi) (Bikfalvi et al.,
1997; Riley et al., 1993; Fallon et al., 1994) (tab. 5). FGF2 je produkovan mnoha
bunéénymi typy a tkdanémi a proto jsou jeho biologické role riznorodé. Je zahrnut
v embryogenezi a morfogenezi (zejména v nervovém systému a formaci kosti)
(Arnaud, et al., 1999; Coffin et al., 1995; Wagner, 1991). FGF2 je rovnéZ hlavni
angiogenni faktor (Arnaud et al., 1999; Kandel et al., 1991). Pleiotropni role FGF2
muze byt ¢asteéné vysvétlena riznymi zpusoby aktivity tohoto faktoru (Arnaud et
al., 1999). Ma ulohu v parakrinni a autokrinni signalizaci. Tento mechanismus
ucinku je zprostfedkovan diky specifickym receptorim FGF2, jejichZ aktivace
indukuje kaskady, které zajisti ptenos signalu (Arnaud et al., 1999; Yayon et al.,
1991). Na druhé stran¢ FGF3 vykazuje také intrakrinni aktivitu, ¢imz je umoznén
pfimy vliv na intracelularni oblasti i v nepfitomnosti FGF2 vzniklého sekreci

(Arnaud et al., 1999; Bikfalvi et al., 1995; Davis et al., 1997).
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Tab. 5: Predpokladana funkce FGF2 v riznych organovych systémech
(Bikfalvi et al., 1997)

Organ Predpokladana funkce
Mozek Neuronalni diferenciace
Krevni cévy Angiogeneze; proliferace bun¢k hladkého svalstva; vznik

aterosklerdzy; regulace krevniho tlaku

Plice Fibréza; morfogeneze plic (vétveni)

Koncetiny Vyvoj koncetin

Svaly Myogeneze

Kosti Hojeni kosti; chondrogeneze

Hematopoéza Stimulace granulopoézy, megakaryocytopoézy; prezitelnost

kmenovych bungk; antiapopticky efekt

Reprodukéni soustava  Spermatogeneze

Oc¢i Zivotnost fotoreceptoru a trandukce

Kaze Melanogeneze; morfogeneze suprabazalnich

keratinocytli;oprava poskozeni kiize

Béhem biezosti je zdrojem FGF2 pro plod pravdépodobné endometrium.
FGF2 mRNA a jeden zreceptori - FGFR2, jsou pfitomny béhem ¢asnych fazi
(vCetné stadia blastocysty) vyvoje plodu skotu (Michael et al., 2006; Daniels et al.,
2000; Lazzari et al., 2002). Suplementace FGF2, za ptedpokladu, ze je ptitomen
spolecné s TGF-B (Transforming Growth Factor B) zlepSuje embryonalni vyvoj
blastocysty skotu (Michael et al., 2006; Larson et al., 1992; Lim & Hansel, 1996). Je
zaroven exprimovan béhem estralniho cyklu (Wang et al. 2008). Nezbytnost pro
bovinni embryogenezi naznacuje fakt, ze transkripty pro FGF2 a FGF4 byly
detekovany v bovinnich blastocystach (Daniels et al. 2000; Cooke et al. 2009; Yang
etal., 2011).

FGF2 interaguje se specifickymi receptory na povrchu bun¢k. Byly
identifikovany Ctyfi hlavni skupiny receptori: FGFR1, FGFR2, FGFR3 a FGFR4
(Bikfalvi et al., 1997; Basilico & Moscatelli, 1992; Jaye et al., 1992). Je znamo, ze
FGF2 interaguje s FGFR1 (I1Ib a Illc sestiihanou variantni formou), FGFR2-lllIc,
FGFR3-Illc a FGFR4 s ruznou afinitou (Michael et al., 2006; Powers et al. 2000)
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Tyto receptory maji stejnou funkci zahrnujici intracelularné¢ zachovanou
thyroidkinazovou doménu, transmembranovou doménu a extracelularni na ligand
vazanou doménu, ktera muze obsahovat dva nebo tfi imunoglobulinu podobné

smycky (Hou et al., 1991; McKeehan et al., 1993).

Bazicky FGF ma silnou afinitu k heparinu i heparansulfatproteoglykanu
(Kiefer et al., 1990; Riffkin & Moscatelli, 1994) a muze byt vazan na
heparansulfatproteoglykan na bunééném povrchu nebo v extracelularni matrix
(Saksela & Rifkin, 1990). Hironaka et al., (1997), Kirihara & Ohishi, (1995)
poukazuji na to, Ze rustovému hormonu podobny bazicky FGF (basic FGF-like
growth factor) je pfitomen V mléce skotu 1 v matefském mléce Clovéka. Membrana
tukovych kapének v mléce obsahuje rovnéz heparansulfatproteoglykan (Shimizu et
al., 1981). Hironaka et al., (1997); Fukushima et al. (1994) a Kirihara & Ohishi,
(1995) prokazali syntézu lidského bazického FGF v mlé¢né zlaze. Heparansulfat byl
uveden jako hlavni glykosaminoglykan v membrané tukové kapénky mléka u skotu

i u lidi (Shimizu et al., 1981).

Hironaka et al. (1997) a Schams (1994) detekovali béhem laktace v kravském
mléce témét konstantni koncentrace rastovému faktoru podobny bazicky FGF (basic
FGF-like growth factor), coz naznacuje, Ze tento faktor muze transmigrovat z Krve.
Fyziologicky vyznam pfitomnosti bazického FGF v kolostru neni zcela jasny.
Piedpoklada se, ze FGF2 je zahrnut ve stimulaci bunééného rustu v mlééné zlaze

nebo slouzi pro prolifera¢ni funkce U narozenych mlad’at (Hironaka et al., 1997).

Izoforma FGF2 svysokou molekulovou hmotnosti je tvofena 210
aminokyselinami a jejich syntéza je iniciovana vzacnym CUG start kodonem, ktery
se nachazi v jadie. Naproti tomu existuje druha izoforma FGF2 o0 nizké molekulové
hmotnosti tvofena 155 aminokyselinami, jejichz syntéza je iniciovana AUG start
kodonem. Tyto 2 izoformy maji rizné biologické vlastnosti, o jejichz regulacnich
mechanismech neni zatim piili§ znamo (Gaubert et al., 2001). Molekula FGF2
s nizkou molekulovou hmotnosti reguluje bunécné funkce predevsim prostiednictvim
autoparakrinnich mechanismi, zatimco molekula FGF2 s vys$si molekulovou
hmotnosti uplatiiuje své biologické ucCinky prostfednictvim intrakrinnich drah,
nezavisle na aktivaci FGF receptori na povrchu bunky (Gaubert et al., 2001,
Bikfalvi et al., 1997; Stachowiak et al., 1997; Delrieu et al., 2000).
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FGF2 se hromadi v jadru a jadérku bunék (Sheng et al., 2004). Zastupci
formy fibroblastového ristového faktoru s vysokou molekularni hmotnosti (22, 22.5,
24, a 34 kDa) a formy s nizkou molekulovou hmotnosti (18 kDa) reguluji bunéénou
proliferaci, diferenciaci a migraci.

FGF2 hraje roli ve vyvoji gonad a diferenciaci pohlavi (Portela et al., 2010;
Koike & Noumura, 1994; Cotton et al., 2008; Cory et al., 2007).

2.4.4 FGF4 podrodina

2.4.4.1 Fibroblastovy ristovy faktor 4 (FGF4)

Nejcasnéji pusobici ¢len FGF rodiny je FGF4 (Fibroblast Growth Factor 4).
Je exprimovan jiz béhem ryhovani vajicka (Arman et al., 1998; Rappolee et al.,
1994), pozdéji pak Vv blastocystach v cylindrickém epitelu vajicka (Arman et al.,
1998; Niswander & Martin, 1992).

2.4.4.2 Fibroblastovy ristovy faktor 5 (FGF5)

FGF5 (Fibroblast Growth Factor 5) poprvé identifikoval Zhang et al., (1988)
na zakladé screeningu transformovanych onkogenu (Allerstorfer et al., 2008). FGF5
byl charakterizovan jako regulator cyklu ristu vlasu a srsti (Allerstorfer et al., 2008;
Hebert et al., 1994; Suzuki et al., 1998, 2000; Taniguchi et al., 2003) vedouci
k fenotypovému projevu angory u knockoutovanych mysi (Allerstorfer et al., 2008;
Sundberg et al., 1997). FGF5 se sklada ze 3 exonu a je povaZovan za nezbytny
regulator vyvoje vlasovych folikuli (Chen et al., 2013; Rosenquist & Martin, 1996).
Nedavné studie také naznacuji, ze FGF5 je asociovana s délkou srsti (Chen et al.,
2013; Paus & Cotsarelis, 1999; Housley & Venta, 2006; Drogemuller et al., 2007;
Kehler et al., 2007; Hebert et al., 1994). FGF5 je glykoprotein sekretovany u savcu a
Clen FGF4 podrodiny, ktera zahrnuje FGF4, FGF5, FGF6. K jeho signalizaci
dochazi pres FGF receptory s riznou afinitou, v sestupném potadi s FGFR1, FGFR2,
FGFR3, FGFR4 (Kumar & Chapman, 2012; Zhang et al., 2006). Tyto FGF5 signaly

jsou transdukovany pievazné pires receptor FGFR1 variantu Illc (Allerstorfer et al.,

30



2008; Ornitz et al., 1996). FGF5 slouzi jako regulator diferenciace a piezitelnosti
neuroni v mozku (Allerstorfer et al., 2008; Lindholm et al., 1994). FGF5 je
exprimovan v centralni nervové soustavé dospélych mysi a zaroven 1 béhem jejich

embryogeneze (Allerstorfer et al., 2008; Haub et al. 1990; Haub & Goldfarb, 1991).

2.4.4.3 Fibroblastovy riistovy faktor 6 (FGF6)

FGF6 (Fibroblast Growth Factor 6), dalsi ¢len FGF4 podrodiny ma tlohu
Vv myogenezi u mysi. FGF6 je exprimovan v myotomu a pozd¢ji v tkani kosterniho
svalstva (Kumar & Chapman, 2012; Armand et al., 2006a). Gen FGF6 je také
exprimovan v Ustni dutiné, jazyku, hltanu a krénich svalech. Déle je regulatorem
metabolismu kosti (Kumar & Chapman, 2012; Armand et al., 2006b; deLapeyriere et
al., 1993; Han & Martin, 1993; Rescan, 1998). Afinita k jednotlivym receptorim je
stejna jako u FGF5 (Kumar & Chapman, 2012; Zhang et al., 2006).

2.4.5 FGF7 podrodina

FGF7 podrodina vykazuje odlisnou expresi V pribéhu cyklu vyvoje mysiho
chlupu. FGF7 a FGF10 jsou ve velké mife exprimovany 8. den jejich vyvoje, tj.
v dobé jejich intenzivniho ristu. Ksilné expresi FGF22 dochazi 18. den vyvoje
mysiho chlupu, kdy chlup dosahuje své maximalni délky (Jarosz, et al., 2012; Komi-
Kuramochi et al., 2005).

FGF je slabé exprimovan v kiizi mysi a lidi, ale jeho exprese v ptipad¢ zranéni
kaze dramaticky roste (Jarosz et al., 2012; Werner et al., 1992; Tagashira et al.,
1997). Nasledn¢ beéhem prvnich dnt po zranéni klesa exprese FGF22 a zlstava na
nizké hlading az do 5. dne po zranéni ktize. Sedmy den po koznim zranéni se exprese
zvysi nad zdkladni hladinu a pfetrvava az do 13. dne po urazu kiize a je pfitomen na

tenké pokoZce az do uplného zhojeni (Jarosz et al., 2012; Beyer et al., 2003).
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2.45.1 Fibroblastovy rustovy faktor 3 (FGF3)

FGF3 (Fibroblast Growth Factor 3) koduje FGF3 (fibroblastovy ristovy
faktor 3). Béhem vyvoje lidského plodu stimuluje bunky k vytvofeni struktur
podilejicich se na vyvoji vnitiniho ucha. FGF3 protein je také zahrnut ve vyvoji
mnoha jinych organt a struktur, véetné vné&jSich ucha a zubu (Genetics Home
Reference, 2012). Bylo zjisténo, ze je FGF3 negativnim regulatorem vyvoje
dlouhych kosti (Arman et al., 1998; Deng et al., 1996; Colvin et al., 1996).

2.4.5.2 Fibroblastovy rustovy faktor 7 (FGF7)

FGF7 (Fibroblast Growth Factor 7) je znamy jako keratinocytovy rdstovy
faktor (KGF; Keratinocyte Growth Factor) (Kumar & Chapman, 2012). FGF7 je
exprimovan v thékalnich buiikach a lutealnich buiikach (Drummond et al., 2007;
Salli et al., 1998). FGF7 stimuluje proliferaci a brani tvorb¢ steroidi granuldznich
bunék ovaria skotu (Buratini et al., 2005; Parrott & Skinner, 1998). Proteiny FGF7 a
FGF10 také inhibuji sekreci estradiolu z granuldznich bunék (Portela et al., 2010;
Parrott & Skinner, 1998; Buratini et al., 2007).

2.4.5.3 Fibroblastovy ristovy faktor 10 (FGF10)

FGF10 (Fibroblast Growth Factor 10) hraje nejdilezitéjsi roli v plicich a je
exprimovan v mezenchymatickych bunkach v blizkosti vrcholu tubuldrnich Zlaz
obsahujicich epitelidlni buniky, zatimco jeho receptor je exprimovan v epitelidlnich

bunikach (Hynes & Watson, 2010).

2.45.4 Fibroblastovy ristovy faktor 22 (FGF22)

Jarosz et al. (2012) provadéli pokusy na mysich zbavenych FGF22 genu.
Mysi byly zivotaschopné, plodné a nevykazovaly Zzadné zjevné abnormality.
Navzdory expresi FGF22 (Fibroblast Growth Factor 22) v kizi, nebyly pozorovany

zadné rozdily v morfologii nebo funkci kiize ¢i v srsti u mysi ve srovnani S funkénim
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a nefunkénim FGF22 genem. Pokusem bylo prokdzano, ze FGF22 neni b&éhem
embryogeneze nezbytny, stejné tak jako b&hem vyvoje kize. Mysi postradajici
FGF22 byly schopny stejné efektivné hojit poranéni kiize jako tomu bylo u jedinct
s aktivnim FGF22. Ukazalo se ale, ze u mysi, které postradaly FGF22, bylo vyvinuto
méné benignich nadort epitelu, tzv. papilomil, coz naznacuje proonkogenni roli
FGF22 v kuzi. Studie Jarosze et al. (2012) tedy naznacuje, ze FGF22 by mohl hrat

roli v karcinogenezi u pokozky.

FGF22 je jednoznac¢né exprimovan v epitelialnich bunkach (Jarosz et al., 2012;
Beyer et al., 2003). V kuzi dospélych mysi je FGF22 exprimovan uvnité pochvy
chlupového vacku (Jarosz et al., 2012; Nakatake et al., 2001) a v interfolikularni
epidermis (Jarosz et al., 2012; Beyer et al., 2003).

2.4.6 FGF8 podrodina

2.4.6.1 Fibroblastovy riistovy faktor 8 (FGF8)

FGF8 (Fibroblast Growth Factor 8) je dalsim potencionalné dilezitym ¢lenem
této rodiny. Je ve velké mife exprimovan u plodu. Tento faktor je pfitomen pievazné
v gonadach dospélych hlodavci a prezvykaveu (Buratini et al., 2005; McArthur et
al., 1995a), je vylucovan oocyty a kontroluje metabolismus bun¢k cumulus oophorus
(Portela et al., 2010). Dalsim FGF vyznamnym pii vyvoji folikuli je FGFS. U
dospélych mysi dochazi ke genové expresi téméi vyhradné v oocytech (Portela et al.,
2010; Valve et al., 1997), zatimco u skotu je mRNA detekovana v thekalnich a
granuloznich bunkach stejné jako v oocytech (Portela et al., 2010; Buratini et al.,
2005). FGF8 je také znam jako AIGF (Androgen Induced Growth Factor,
androgenem indukovany rustovy faktor) (Drummond et al., 2006). FGF8 piednostné
aktivuje FGFR4 a FGFR3c (Buratini et al., 2005; Ornitz et al., 1996). U skotu byla
ve varlatech bykd a vajeéniki krav detekovana mRNA kodujici FGFR4 nebo
FGFR3c (Buratini et al., 2005).
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2.4.6.2 Fibroblastovy ristovy faktor 17 (FGF17)

Hoshikawa et al. (1998) izolovali tento 216 aminokyselin velky protein
v embryu krys a domnivaji se, ze FGF17 (Fibroblast Growth Factor 17) je signalni

molekulou pfi embryonalnim vyvoji mozku.

2.4.6.3 Fibroblastovy rustovy faktor 18 (FGF18)

FGF18 (Fibroblast Growth Factor 18) je exprimovan v oocytech mysi.
V oocytech skotu nebyl detekovan (Portela et al., 2010). FGF18, FGF2 a FGF9 hraji
roli pfi vyvoji gonad a pohlavni diferenciaci (Portela et al., 2010; Koike & Noumura,
1994; Cotton et al., 2008; Cory et al., 2007).

2.4.7 FGF9 podrodina

2.4.7.1 Fibroblastovy ristovy faktor 9 (FGF9)

FGF9 (Fibroblast Growth Factor 9) je exprimovan pievazn¢ v thekalnich
bunkach a stimuluje sekreci progesteronu z granuldéznich bunék (Portela et al., 2010;
Drummond et al., 2007). Ve velké mife je FGF9 exprimovan u embryi a plodd, napf.
v srde¢ni tkani (Drummond et al., 2007; Colvin et al., 1999; Mandon-Pepin et al.,
2003) a bylo prokdzano, ze se soucasné podili na determinaci sam¢iho pohlavi
(Drummond et al., 2007; Colvin et al., 2001). Mize regulovat procesy SRY (sex
determinujici faktor na Y chromozomu), jako napf. mezenchymadlni proliferaci a
mezonefrickou migraci do gonad nebo diferenciaci Sertoliho bun¢k (Drummond et

al., 2007; Colvin et al., 2001).

2.4.7.2 Fibroblastovy ristovy faktor 16 (FGF16)

K expresi FGF16 (Fibroblast Growth Factor 16) dochazi v srde¢ni tkani

v pozdé¢jsich fazich embryonalniho vyvoje u dospélych jedinci v embryondlnich

hnédych adipocytech mysi a krys (Chapman et al., 2006; Miyake et al., 1998;

Konishi et al., 2000; Sontag & Cattini, 2003; Lavine et al., 2005). Exprese FGF16 je
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u mysi a kufat omezena na urCitou oblast béhem ranych fazi vyvoje vnitiniho ucha

(Hatch et al., 2009; Wright et al., 2003; Chapman et al., 2006).

2.4.7.3 Fibroblastovy ristovy faktor 20 (FGF20)

FGF20 (Fibroblast Growth Factor 20) byl poprvé izolovan jako 212
aminokyselin dlouhy protein z mozku krysy. FGF20 patfi do podrodiny FGF9,
jelikoz jeho struktura ma 70% aminokyselinovou shodu s FGF9 a 62% shodu
aminokyselin stejnou s FGF16. Lidsky FGF20 je velmi podobny krysimu FGF20, se
kterym méa z95 % stejnou aminokyselin aminokyselinovou shodu. Soucasné
vysledky vyzkumu ukazuji na to, ze FGF20 je novy neurotroficky faktor, ktery je
prednostné exprimovan v substantia nigra krys ve stiednim mozku (Ohmachi et al.,
2000).

2.4.8 FGF19 podrodina

2.4.8.1 Fibroblastovy rustovy faktor 15/19 (FGF15/19)

FGF15 (Fibroblast Growth Factor 15) je u mysi ve velké mife exprimovan
vileu a funguje jako endokrinni signdl v regulaci funkce jater, vcetné syntézy
zluovych kyselin, proliferace hepatocyti a citlivosti k inzulinu. Jeho lidsky
homolog je FGF19 (Fibroblast Growth Factor 19), se kterym sdili 50% sekvenc¢ni
podobnost. FGF15 funguje jako enterohepatalni hormon, ktery je sice produkovéan
v tenkém stieve, ale putuje do jater prostfednictvim portalniho jaterniho ob&hu a
nasledné se vaze na sviyj receptor FGFR4, ktery je exprimovan v hepatocytech (Kong
& Guo, 2011; Xie et al., 1999). Aktivace FGFR4 vede k aktivaci signalnich drah a
vysledkem je suprese genové transkripce Cyp7Al genu, ktery kéduje cholesterol 7a-
hydroxylazu, coz je limitujici enzym pro syntézu zlucovych kyselin v jatrech (Kong
& Guo, 2011; Chiang, 2009; Goetz et al., 2007). FGF15 a FGF19 sehrava
rozhodujici roli v regulaci cholesterolu a udrzeni homeostazy zluCovych kyselin
(Kong & Guo, 2011).
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2.4.8.2 Fibroblastovy ristovy faktor 21 (FGF21)

FGF21 (Fibroblast Growth Factor 21) ptedstavuje u mysi protein dlouhy 210
aminokyselin, ma hydrofobni N-konec, sloZeny z 30 aminokyselin. FGF21 je nejvice
podobny FGF19 se 35% shodou aminokyselin. Lidsky FGF21 je vysoce shodny
smysim FGF21 (75% aminokyselinové shody) a jeho mRNA je ptednostné

exprimovana v jatrech (Nishimura et al., 2000).

2.4.8.3 Fibroblastovy ristovy faktor 23 (FGF23)

Bylo prokazano, ze FGF23 (Fibroblast Growth Factor 23) ptedstavuje u lidi
rozhodujici cirkulujici hormon podilejici se na metabolismu fosfati. Je to 251
aminokyselin dlouhy protein a jeho N-terminalni oblast obsahuje FGF homologni
doménu (Yokota et al., 2009; Liu & Quarles, 2007). FGF23 je primarn¢ syntetizovan
Vv kostech, ale misto jeho pisobeni je v ledvinach (Yokota et al., 2009). Hlavnim
zdrojem produkce FGF23 in vivo je osteocyt a osteoblast (Prié & Friedlander, 2010;
Mirams et al., 2004; Sitara et al., 2004; Liu et al., 2006). Néktera kostni onemocnéni
jsou spojovana s nadmérnou expresi mRNA v kostnich buiikach (Pri¢ & Friedlander,
2010; Liu et al., 2006; Riminucci et al., 2003). Exprese mMRNA genu FGF23 neni
omezena pouze na kostni tkan, ale vnizké hladiné je tak pfitomen V jatrech a
ledvinach (Prié & Friedlander, 2010; Mirams et al., 2004). Jednou z hlavnich roli
FGF23 je kontrola rovnovahy kalciofosfditového metabolismu, a neni proto
ptekvapujici, Ze byl identifikovin 1 u pacienti s autozomalné¢ dominantni

hypofosfatémii nebo onkogenni osteomaldacii (Pri¢ & Friedlander, 2010).

Za primarni funkci FGF23 je u lidi povaZovana inhibice reabsorpce rendlni
tubularni fosfatazy (Yokota et al., 2009; Schiavi, 2006). Vyvstava mnoho otazek
o uloze FGF23 v metabolismu mineralt s ohledem na znamé regulatory jako PTH
(parathormon) a kalcitriol (Yokota et al., 2009; Gal-Moscovici & Sprague, 2007;
Jurutka et al., 2007). Cirkulujici kalcitriol je syntetizovan ptredev§im renalnimi
proximalnimi tubuly. Kalcitriol je také produkovan autokrinnimi faktory mnoha
tkani. AZ do nedavné doby byl parathormon (PTH) hlavni identifikovany peptid
znamy tim, Ze V ledvinach za fyziologickych podminek kontroluje syntézu kalcitriolu

(Prié¢ & Friedlander, 2010).
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2.4.9. Fibroblastovy ristovy faktor 11, 12, 13, 14 (homologni faktory s FGF,

intracelularni FGF)

Skupina FGF 11-14 je nazyvéana fibroblastovymi homolognimi faktory nebo
intracelularni FGF (iFGF; FHF, Homologous Factors) (Costa et al., 2009; Powers et
al., 2000; Itoh & Ornitz, 2008), protoZe jejich struktura je podobna ostatnim FGF,
ackoli nékteré klicové substance pro vazbu receptoru chybi, a proto se nevazi

s FGFR (Beenken & Mohammadi 2009).

Homologni faktory (FHF; Homologous Factors) se oznacuji FHF1 (FGF12),
FHF2 (FGF13), FHF3 (FGFl11l) a FHF4 (FGF14) (Nishimura et al., 2000;
Smallwood et al., 1996) Zatimco se vétsina FGF vaze na extracelularni doménu na
povrchu bunék receptorovou tyrozin kinazou, FGF 11-14 jsou jedine¢né tim, Ze

nemaji signalni sekvenci pro sekreci a jsou schopni aktivace FGFR (Costa et al.,

2009; Smallwood et al., 1996; Olsen et al., 2003).

FHF jsou intracelularni modulatory Na® ionti a jsou spojovany
s neurodegenerativnimi onemocnénimi. FHF 1 — FHF4 mRNA byla ve velké mife
exprimovana u vyvijejiciho se mozku mysi (Hoshikawa et al., 1998; Smallwood et
al., 1996). Mutace FHF zptsobuji u mysi mnoho neurologickych abnormalit a u lidi
jsou implikovany v cerebralni ataxii (Goldfarb, 2005; Beenken & Mohammadi,

2009).

2.4.9.1. Fibroblastovy rustovy faktor 13 (FGF13)

FGF13 (Fibroblast Growth Factor 13) je exprimovan ve vlasovych folikulech.
Zajimavé je, Ze exprese byla prokazana také v mezenchymu zubid (DeStefano et al.,
2013; Kettunen et al., 2011), coz jsou mista patologie pro X-vazanou hypertrichozu.
Pacienti postizeni timto onemocnénim maji anomalie zubl a patra, coz miZe
naznaCovat potencionalni roli tohoto genu v odontogenezi (DeStefano et al., 2013).
FGF13 (FHF2) je dominantni FHF pfitomny ve ventrikularnich myocytech mysi
(Wang et al., 2011). Transkripty byly jiz dfive identifikovany v srde¢ni tkani embryi
i dospélych mysi (Wang et al., 2011; Munoz-Sanjuan et al., 2000).
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2.4.9.2. Fibroblastovy rustovy faktor 14 (FGF14)

FGF14 (Fibroblast Growth Factor 14) reguluje synapticky pienos
z granuldznich bunék k Purkynovym buinikam (Yan et al., 2013).

2.5. FGF signalizace

FGF signalizace je zprostfedkovana prostiednictvim interakce s vysoce
afinnim transmembranovym receptorem projevujicim se vlastni thyroidkinazovou
aktivitou (Jackson et al., 1997; Jaye et al., 1992; Johnson & Williams, 1993). Tyto
receptory jsou aktivovany dimerizaci, ktera vyzaduje ptfitomnost ligandu S nizce
afinnim receptorem jako je heparansulfatproteoglykan (obr. 5) (Ornitz et al., 1992b,
Ornitz & Leder, 1992). FGF receptory (FGFR1-FGFR4) koduji cytoplazmatickou
thyroidni kindzovou doménu, ktera predstavuje extracelularni oblast slozenou ze
dvou (B forma) nebo tii (o forma) imunoglobulinu podobnych domén, a to
v zavislosti na vybéru mista sestfihu. Nezbytnym mechanismem pro regulaci FGF
aktivity je vazebna specifita receptoru. Specifita je urcena rozdily mezi jednotlivymi

sekvencemi FGFR alternativnim sestfihem (Ornitz et al., 1996).

FGF Receptor

Obr. 5: Aktivace receptoru (FGFR) dimerizaci za piitomnosti ligandu (FGF)
anizce afinniho receptoru (HS). FGFR - receptor fibroblastového
rastového faktoru, FGF — fibroblastovy rustovy faktor, HS — heparansulfat,
HSPG — heparansulfatproteoglykan. (Givol & Yayon, 1992)
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2.6. Interferon-t

Fibroblastové rastové faktory (FGF) jsou zapojeny do regulace exprese
interferonu-t. FGF2 reguluje expresi interferonu- t, ktery je klicovym ¢lenem
signalni drahy tykajici se mlééné produkce (Wang et al., 2008). Piedchozi vyzkumy
nékterych gent interferonu- © (IFNt) a signalnich drah placentarniho laktogenu byly
spojeny s mléénou produkci, zdravim a plodnosti u dojeného skotu (Wang et al.,
2008; Leonard et al., 2005; Cobanoglu et al., 2006; Khatib et al., 2007a, 2008).
U skotu a pravdépodobné i u jinych piezvykavct je interfron-t (IFNt) zodpovédny za
udrzeni stavu biezosti omezenim uvoliiovani prostaglandinu F,, z endometridlniho
epithelia, a tak brani regresi zlutého téliska a nastup fije (Spencer et al. 2004). IFNt
draha hraje kli¢ovou roli v regulaci exprese genl zahrnutych v iniciaci bfezosti
u prezvykavcu a nidaci a chrani plod pred zanikem (Khatib et al. 2009; Martal et al.,
1997). Mechanismus, ktery pouziva FGF2 k regulaci IFNt genové exprese u skotu
neni znam, avSak bylo zjisténo, Ze u stadia blastocysty skotu a u bun¢k

trofoektodermu je FGF2 silnym regulatorem produkce IFNt (Michael et al., 2006).

2.5 Metody

2.5.1 Izolace genomové DNA

Izolace DNA je zaloZena na ziskani a naslednému DNA od veskerych proteint
a dalsich kontaminujicich latek. Byla vyvinuta fada technik v riznych modifikacich,
napf. proteinazova metoda izolace z krve (viz 5.3), izolace z tkan¢, izolace z vlasu ¢i
chlupu, izolace ze spermatu, izolace z mléka, aj. (Urban, 2013a). 1zolovanou DNA
1ze dlouhodobé uchovavat zmraZzenou v ethanolu, v lyofilizovaném stavu a nejéastéji
ve vodném roztoku, popft. pufru. Pro potfeby PCR se uchovava DNA ve vodé pii -20
°C, dlouhodob¢ az pti -70 °C. Opakované rozmrazovani negativn¢ ovliviiuje kvalitu

DNA (Knoll & Vykoukalové, 2002).
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2.5.2 lzolace genomové DNA z krve pomoci "proteinazové" metody

Do eppendorfky ptidame k 50 ul krve 500 ul TE pufru a centrifugujeme
(13000 rpm). Nasledné odstranime supernatant, ¢imz se ziska sediment obsahujici
leukocyty. Postup je opakovan minimalné 3x tak, aby vzorek nebyl cervené
zabarven. Po provedenych krocich se do eppendorfky se sedimentem leukocytt piida
lyzacni smés ptipravend z vody, lyza¢niho pufru (100 pl) a enzym proteinazy K,
ktery hydrolyzuje kontaminujicic bilkoviny a S§tépi DNazy, které by mohly
degradovat vyizolovanou DNA a vzorek se necha inkubovat pfes noc v termostatu
pii 65 °C. Po vyjmuti vzorku z inkubatoru se ovétuje vytézek vyizolované DNA na

gelu pomoci elektroforézy (Urban, 2013b).

2.6 PCR (Polymerase Chain Reaction; polymerazova ietézova reakce)

PCR je rychld a spolehliva metoda molekularni biologie, kterd umoziiuje
replikaci nukleovych kyselin. Metoda PCR byla vytvofena Kary Mulisem v roce
1983, ktery byl za tento objev v roce 1993 ocenén Nobelovou cenou. Metoda PCR je
velmi uZite¢na zvlasté v téch ptipadech, kdy mame pouze omezené mnozstvi vzorku
DNA, napt. forenzni testovani, protoZze dokdze z jedné nebo né€kolika kopii DNA
vytvofit miliony kopii (Gornus et al., 2012). Polymerazova fetézova reakce vede
k selektivni amplifikaci vybranych oblasti molekuly DNA. Pracovat miZeme
s libovolnym usekem libovolné molekuly DNA za piedpokladu, Ze zname okrajové
sekvence tohoto useku (Brown, 2007). K oznaceni téchto vybranych oblasti DNA
molekuly vyuzivame kratké oligonukleotidy — primery, které jsou zpravidla tvofeny

20-25 nukleotidy.

Utinnost PCR, ktera je dana mnozstvim amplifikovanych molekul
vyprodukovanych béhem experimentu, klesa, jsou-li primery piili§ dlouhé, protoze
v ramci reakéniho cyklu v daném cCase nestihne probéhnout kompletni hybridizace
k templatovym molekulam. V praxi se primery del$i nez 30 nukleotidd téméf
nepouzivaji. PCR reakce prob&hne pouze tehdy, pokud primery hybridizuji
s molekulou DNA (Brown, 2007). Dilezité je, aby cilové sekvence, s nimiz primery
hybridizuji, byly specifické jen pro vySetfovanou oblast a nevyskytovaly se na jinych

mistech genomu (Kocarek, 2004). PCR reakce se sklada z téchto komponenti:
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templatova DNA, primery, dNTP (dinukleotidy), MgCl,, reakéni pufr, voda, DNA

polymeraza.

Standardnimi technikami PCR lze amplifikovat fragmenty do velikosti 10 kb,

vvvvvv

konzistentni vysledky (Brown, 2007).

Nejcastéjsim enzymem pouzivanym k amplifikaci DNA je Taq DNA
polymeraza izolovana z bakterie Thermus aquaticus, ale existuji i jiné enzymy, ze
kterych si vybirame podle nami pozadovanych vlastnosti. Thermus aquaticus je
bakterie zijici v horkych pramenech, diky cfemuZ je tada jejich enzymi
termostabilnich, coz je prospésné zvlasté tehdy, chceme-li provést denaturaci DNA
bez degradace enzymu pii PCR. Pokud by polymerdza takové vlastnosti neméla,

musel by byt enzym piidavan po kazdém cyklu znovu.

Enzym Taq polymeraza katalyzuje syntézu komplementarniho fetézce DNA ve
sméru 5'—3" a také vykazuje exonukledzovou aktivitu ve sméru 5'—3’. Tato
polymerédza vSak nema exonukledzovou aktivitu ve sméru 3°'—5"a v disledku toho
neni schopna opravovat chyby vzniklé pi1 amplifikaci. Vyhodou tohoto enzymu je
jeho vysoka aktivita (amplifikace 1000 part bazi (bp) trvda méné nez minutu),
nevyhodou je vyskyt chyb pfi replikaci (pfiblizné 1 chyba na 10° az 10°
syntetizovanych part bazi). Tag polymerdza se pouziva piedev§im k analyze
pfitomnosti specifickych fragmenti DNA pomoci PCR az do velikosti kolem 5000
bp (Top-Bio, 2014). PCR vyuziva procesu denaturace, hybridizace a elongace DNA.

2.6.1 Denaturace

Dvouietézcova DNA muze byt narusena vysokou teplotou nebo vysokym pH,
coz v obou piipadech vede ke vzniku jednovlaknové DNA. Ta slouzi jako termplat
pro syntézu komplementarniho fetézce pomoci polymeracnich enzymi (DNA
polymerazy) (Gormus et al., 2012). Denaturace vySetiované DNA probiha za
pusobeni vysokych teplot, které jsou podle rtiznych autorti v rozmezi od 92-98°C
(Brown, 2007; Gormus et al., 2012). Pii vysoké teploté se rozrusi pary bazi a uvolni
se ob¢ jednotliva vlakna DNA, ktera funguji jako templaty v dalSich cyklech syntézy
DNA (Brown, 2007).
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3.2.2. Hybridizace (Anealing, pFipojeni primeri)

Bé&hem hybridizace neboli anealingu dochdzi ke komplementarnimu nasedani
primertt na zkoumanou DNA. Mista vazby primerti vymezuji oblast genomu, ktera
bude v dalsich cyklech PCR amplifikovana. Reakce probiha podle rtiznych autort pfi
teploté 37-65 °C (Kocarek, 2004; Gormus et al., 2012). Jestlize je teplota piili§
vysoka, k hybridizaci nedochazi a primery a templaty zistavaji oddélené. Pokud je

vsak teplota piili§ nizka, vznikaji nespravné sparované molekuly (Brown, 2007).

3.2.3. Elongace (syntéza DNA)

V pribehu elongace dochazi k syntéze DNA. Teplota, pfi niz probiha syntéza
je obvykle 74 °C, coz je pod optimalni teplotou Taq polymerazy (Brown, 2007),
Gormus et al. (2012) a Kocarek (2004) uvadéji teplotu 72 °C. Reakce probiha
V pfistroji zvaném cyklér, ktery je zrekonstruovan tak, aby bylo mozné automaticky a
velmi rychle ménit teplotu potfebnou pro provedeni jednotlivych kroki. Do cykléru
vkladdme zkumavky se smési vySetiované DNA, primerti, DNA-polymerazy a ANTP
(Kocarek, 2004). Postup je tteba opakovat vicekrat. Provadi se obvykle 20-40 na
sebe navazujicich cykli (Kocarek, 2004), coz vede k syntéze nckolika miliond az

miliardy kopii amplifikovaného fragmentu DNA (Brown, 2007).

Pii kazdém cyklu PCR se pocet fetézcli DNA ve smési zdvojnasobi, a tim se
zdvojnasobi 1 mnoZzstvi templatu pro dalsi cykly. Disledkem toho je exponencionalni
amplifikace, coz znamena, Ze z kazdé molekuly piivodniho templatu bude vytvofeno
2" kopii, kde n ptedstavuje pocet prob&hlych cykli (Knoll, 2002). Béhem 20 cykla
amplifikace mize byt vytvofeno milion kopii DNA. V zavéru PCR ziskdme smés
obsahujici velké mnozstvi amplifikovanych fragmentd, aby je bylo mozno pouzit pro
dalsi vysetfeni, musime je oddé¢lit od zbytku DNA (Kocarek, 2004). PCR produkt je
analyzovan nejcastéji na agarézovém gelu pomoci metody zvané gelova
elektroforéza. Pokud byl nesyntetizovan v dostate¢ném mnozstvi, tak po navazani
ethidium bromidu na molekuly DNA, je ozéfeni ultrafialovym svétlem o vlnové
délce okolo 300 nm snadno vizualizovan a detekovan ve formé jasné viditelnych
prouzku (Gormus et al., 2012). K detekci SNP v DNA sekvenci mizeme pouZit
klasickou PCR-RFLP metodu (Gormus et al., 2012).
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2.7 Elektroforéza

Vytéznost PCR produkti se ovéfuje elektroforézou v agar6zovém gelu nebo
separaci nukleovych kyselin. Je to fyzikaln¢ chemickd metoda pro déleni latek
v elektrickém poli, kdy DNA diky zaporn¢ nabité fosfatové skupin€ migruje smérem

k opa¢né nabité elektrode€ - anod¢ (+ polu) (Knoll, 2002).

Zatizeni se sklada z elektroforetické vany sanodou, katodou a pufrem,
vlastniho drzaku gelu, ve kterém bude k separaci dochazet a externiho zdroje
stejnosmérn¢ho napéti. Rychlost pohybu studované DNA zavisi jednak na jejich
vlastnostech (molekulova hmotnost — velikost, elektricky ndboj, prostorové
uspoiadani), na vlastnostech gelu, pufru a pfivedeném napéti (Knoll, 2002). Cim
vetsi molekula, tim prochdzi gelem pomaleji a zastavi se blize k nanesenému vzorku

V jamce.

Po obarveni ethidium bromidem (EtBr) se PCR produkt objevi jako fragmenty
DNA; pokud je vytézek DNA nizky, produkt detekujeme pomoci Southern blottingu.

Vizualizace pomoci ethidium bromidu je nejpouzivanéjs$i metoda barveni
agardzovych gell, vyuzivajici vlastnosti fluorescen¢ni molekuly EtBr vmezetovat se

do vlakna nukleovych kyselin (Knoll, 2002).

Nejpouzivangjsim elektroforetickym pufrem je trisacetatovy pufr (TAE). Je
pufracni kapacita je vSak nizka. Je vhodny pro vétsi fragmenty DNA. Dale se
pouziva pufr trisboratovy (TBE), ktery ma lepsi pufracni schopnost nez TAE, je
vhodna pro mensi fragmenty (Knoll, 2002).

2.8 PCR-RFLP (PCR-analyza délky restrikénich fragmenti; RFLP-
Restriction Fragment Lenght Polymorphism; PCR-analyza délky

restrikénich fragmenti)

PCR-RFLP je technika zaloZend na rozdilnosti mist Stépeni resrikénimi
enzymy na DNA. Restrikéni endonukleazy jsou specifické enzymy, které rozpoznaji

a Stépi specifické nukleotidové sekvence. Diky jejim vlastnostem je mozné rozlisit
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zmény nukleotidi v DNA (Gormus et al., 2012). DNA je restrikénimi enzymy
rozstipana na cCasti a vysledné fragmenty jsou separovany podle jejich délky na
gelové elektroforéze (Gormus et al., 2012). Vizualizace DNA se provadi pomoci
ethidium bromidu. Vyhodou metody je jeji nenarocnost a moznost urc¢eni napt. mista
mutace. Mezi nevyhody patii to, ze pravdépodobnost detekce mutace nebo

polymofizmu je relativn€ nizké a zavisi na poctu pouzitych enzymi (Knoll, 2002).

Princip metody spociva vtom, ze na PCR produkt aplikujeme restrikéni
endonukledzu, a tak zjistime pfitomnost restrikénich mist na amplifikovaném useku

templatové DNA (Brown, 2007).
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3 CILE DIPLOMOVE PRACE

1) Zjistit genotypové slozeni populace byki holstynského skotu v polymorfizmu
FGF2 genu.

2) Zjistit vztah tohoto polymorfizmu k ukazatelim mlééné uzitkovosti
k plemennym hodnotam pro znaky mlé¢né uzitkovosti u holstynského skotu.

3) Zjistit vztah tohoto polymorfizmu k plemennym hodnotam plodnosti

holstynského skotu.

45



4 ZAVER

Zaverem této studie Ize fici, ze polymorfizmus FGF2 genu nejevi vyrazny vztah
k mlééné uzitkovosti holStynského plemene skotu u linie NEA ani NXA, coz
potvrdila 1 vétSina predchozich studii. Signifikantné¢ vyznamné asociace byly
prokazany pouze Wangem et al. (2008) mezi FGF2 variantami k mnozstvi tuku a
procentu mlééného tuku u dvou populaci holstynského plemene (USA, Wisconsin;
Izrael). Polymorfizmus FGF2 genu tedy pravdépodobné nebude mit vyznamné
vyuziti v Slechtitelském programu za ucelem zlepSeni mlécné produkce dojeného

skotu.

Gen FGF2 ma vsak statisticky prikazny vliv na plodnost krav a plemenic
holstynského plemene linie NXA. Tento vliv nebyl ovSem statisticky prukazny
u jalovic obou linii a u plodnosti krav a plemenic u linie NEA. SNP 11646 FGF2
genu by mohl byt vyuzitelny jako kritérium v gen asistované selekci pro zvyseni
plodnosti dojeného skotu holstynského plemene, avSak pted jeho zavedenim jakoZzto
selekéniho kritéria v Slechtitelském programu je potfeba dalSiho navazujiciho

vyzkumu.
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BoLA Bovine Leukocyte Antigen Histokompatibilni komplex
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Repository

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid | Kyselina ethylendiamintetraoctova

EtBr Ethidium Bromide Ethidium bromid

FGF Fibroblast Growth Factor Fibroblastovy ristovy faktor

FGFR Fibroblast Growth Factor Receptor fibroblastového ristového
Receptor faktoru

FHF Homologous Factors Homologni faktory

GAS Gene Assisted Selection Gen asistovana selekce

GS Genomic Selection Genomicka selekce

HS Heparan Sulfate Heparansulfat

HSPG Heparan Sulfate Proteoglycan Heparansulfatproteoglykan

IFNt Interferon-r Interferon-t

KGF Keratinocyte Growth Factor Keratinocytovy rustovy faktor

MAS Marker Assisted Selection Marker asistovana selekce

MY Milk Yield Dojivost

PCR Polymerase Chain Reaction Polymerazova fetézova reakce

PTH Parathormone Parathormon

RFLP Restriction Fragment Lenght Polymorfizmus délky restrikénich
Polymorphism fragmentt

SCS Somatic Cell Score Skore somatickych bunék

SNP Single Nucleotide Polymorphism | Jednonukleotidovy polymorfizmus

TAE Tris-acetate-EDTA buffer Trisacetatovy pufr

TBE Tris-borate-EDTA buffer Tris-boratovy EDTA pufr

TE Tris-EDTA Tris-EDTA pufr

QTL Quantitaive Loci Traits Lokusy kvantitativnich znakii
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