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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo stanovit zastoupeni genotypu pro polymorfismus g.10329C>T
(A293V) v populaci, vyhodnotit vliv genotypu na zékladni uzitkové parametry mléka
a téz na zastoupeni mastnych kyselin. Nejprve byly zjistény alelové a genotypové
frekvence v ramci populace. Nasledné byl hodnocen vliv tohoto lokusu na zékladni
parametry mlécné uzitkovosti a v dalsi ¢asti bylo sledovano, jakym zptsobem se odviji
zastoupeni mastnych kyselin mlééného tuku od zjisténého genotypu. Pro genotypizaci
bylo vyuzito metody PCR/RFLP. V této praci se podatilo prokazat vliv polymorfismu
2.10329C>T (A293V) jak na zakladni ukazatele mlécné uzitkovosti, tak na slozeni
mastnych kyselin. Z prace tak vyplyva nejen mozny ekonomicky ptinos pro chovatele,

ale zaroven také moznost ziskat ptiznivéjsi slozeni mlééného tuku s ohledem na zdravi

nebo senzorické vlastnosti.

Klic¢ova slova: dojnice, mlécny tuk, mastné kyseliny, mlé¢na uzitkovost, SCD1

ABSTRACT

The aim of this diploma thesis was to determine allele and genotype frequencies for
g.10329C>T (A293V) polymorphism in the SCDI gene in dairy cow populations,
establish effects of this locus on milk production traits and fatty acids composition. At
first, allele and genotype frequencies were determined. Subsequently the effect of this
polymorphism on milk production traits was proved and effects of this polymorphism
were demonstrated as well. For the determination allele and genotype frequencies the
PCR/RFLP technique was applied. In this diploma thesis the effect of polymorphism
2.10329C>T (A293V) on milk production traits was demonstrated as well as the
effects of this polymorphism on fatty acids composition. The findings following from

this diploma thesis show economical and health benefits of this SCD/ locus.

Keywords: dairy cows, milk fat, fatty acids, milk performance, SCD1
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1 UVOD

MIlécny tuk je tvoien v pievazné mife triacylglyceroly, tj. estery trojsytného
alkoholu glycerolu s mastnymi kyselinami. Pravé celkové spektrum mastnych kyselin
podminuje vlastnosti mlééného tuku. Pfiblizné 70 % mastnych kyselin v mlé¢ném
tuku je tvofeno nasycenymi mastnymi kyselinami, zbyly podil tvoii nenasycené
mastné kyseliny - monoenové s 25% podilem a polyenové s ptiblizn€¢ 5% podilem.
Kyseliny myristova a palmitova, které jsou hlavnimi zastupci nasycenych mastnych
kyselin v mléce, jsou spojovany s navysujicim uc¢inkem na hladinu LDL cholesterolu
v krvi spolu s vy$S$im rizikem kardiovaskularnich onemocnéni. Z tohoto divodu je

zajem o zménu slozeni mlééného tuku ve prospéch nenasycenych mastnych kyselin.

Slozeni mlééného tuku je regulovano celou ftadou genl. Vzhledem ke
komplexnosti genetického zalozeni pro kvantitativni znaky jsou vyhledavany tzv.
kandidatni geny zapojené do syntetickych, ptip. metabolickych drah dané kvantitativni
vlastnosti. Genetické polymorfismy v téchto genech pak mohou tyto vlastnosti vyrazné
ovlivilovat. Vyznamnym kandidatnim genem ovliviiujicim sloZeni mlécného tuku je
SCDI. Tento gen kdoduje enzym stearoyl-CoA desaturdzu 1, ktera zodpovida za

syntézu mononenasycenych mastnych kyselin.

Cilem diplomové prace bylo stanovit genotypy v genu SCDI, vyhodnotit vyskyt
polymorfnich variant a vyhodnotit vliv polymorfismu k mlé¢né uZitkovosti a

zastoupeni mastnych kyselin mlé¢ného tuku.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Charakteristika mlééného tuku

Lipidy zastavaji v zivych organismech celou fadu biologickych funkci (Samkova
a kol. 2012a). Mlé¢ny tuk, respektive tuk obecné je vyznamnym zdrojem energie pro
organismus (German a Dillard 2007). Zatimco kupiikladu 1 g sacharidi znamena
energeticky pfijem piiblizné 4,1 keal . g! (17,2 kJ . g'!) vyuZitelné energie a stejny
energeticky piijem je obsazen i v 1 g proteinu, konzumace 1 g tuku predstavuje 9,3
kcal . g''. (38,9 kJ . g'!) vyuZitelné energie (Samkova a kol. 2012a).

Z chemického hlediska se lipidy rozdé€luji podle vice kritérii. Na zékladé
ptitomnych funkénich skupin se déli na homolipidy, heterolipidy a lipidy komplexni.
Lipidy, jejichz mastné kyseliny se vazi pouze s alkoholy, se oznacuji jako homolipidy.
Pokud jsou na mastné kyseliny lipidi navazany kovalentni vazbou také jiné slouceniny
krom¢ alkoholu, oznacuji se tyto latky jako heterolipidy. Patii sem naptiklad
fosfolipidy s navazanou kyselinou fosfore¢nou nebo glykolipidy. Do tteti skupiny se
tadi lipidy, které se po chemické strance vyznacuji vSemi vySe zminénymi aspekty, ale
vyskytuji se zde navic slouceniny navdzané nekovalentnimi vazbami, jako jsou
hydrofobni interakce a vodikové mistky. Lipidy se krom¢ vyse zminéného déleni
rozdéluji na zakladé chromatografické separace na lipidy polarni a neutrélni. Rada
heterolipidil jsou zaroven polarni lipidy (napft. fosfolipidy) (Velisek a HajSlova 2009).

Tuk se v mléce vyskytuje v podobé emulze olejovych kapének, které jsou
vytvafeny na endoplazmatickém retikulu v bunkach mlé¢nych alveol (Méansson 2008).
Jadro téchto kapének je tvofeno triacylglyceroly, které maji nepolarni charakter
(Jensen a kol. 2002, Ménsson 2008). Jejich povrch je vSak tvofen membranou
sestavajici z membranovych proteinti a polarnich lipidd, pirevazné fosfolipidi a dale
cerebrosidil a cholesterolu (Mansson 2008). S pomoci membrany udrzuji jednotlivé
kapénky svij tvar. Rozméry téchto kapének se pohybuji v rozsahu 0,1 - 10 pum,
nicmén¢ znacnd ¢ast ma prumérnou velikost 0,4 um (Jensen 2002).

VétSina mlécného tuku je tvoifena triacylglyceroly. Déle se na skladbé mlécného
tuku podili pfiblizné 2 % diacylglyceroly, necelé 0,5 % tvoii monoacylglyceroly, 0,1 %
fosfolipidy a piiblizné 0,1 % volné mastné kyseliny (Ménsson 2008). Triacylglyceroly
jsou estery trojsytného alkoholu glycerolu a tfi na néj navazanych molekul mastnych

kyselin (Lv a kol. 2018). Pozice jednotlivych mastnych kyselin v rdmci molekuly
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triacylglycerolu neni zcela ndhodnd. Prvni pozici triacylglycerolu tvofi nejcastcji
kyselina maselna (C4:0) nebo kapronova (C6:0). Mastné kyseliny o délkach fetézce
C8:0 - C16:0 se nejcastéji nachazi na 1., ptipadné 2. pozici triacylglycerolu. Kyselina
olejova (C18:1) se nejCasteji nachdzi na 1. nebo 3. pozici triacylglycerolu (Mansson
2008). Molekula diacylglycerolu je esterifikovana pouze dvémi mastnymi kyselinami
(Parodi a kol. 2004). Na celkovém spektru mastnych kyselin v mléce se podili ze 70 %
nasycené¢ mastné kyseliny (SFA), 25% tvofi mononenasycené mastné kyseliny

(MUFA) a 5% polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) (Bastin a kol. 2011).

2.1.1 Charakteristika mastnych kyselin

Mastné kyseliny se rozliSuji podle délky uhlikatého fetézce, tedy podle poctu
uhlika tvofici molekulu mastné kyseliny na mastné kyseliny s kratkym uhlikatym
fetézcem (C4 — C6), se stftedné dlouhym fetézcem (C8 - C12), s dlouhym fetézcem
(C14 - C18), velmi dlouhym (C20 - C26) a ultra dlouhym fetézcem (C28 - C38)
(Velisek a Hajslova 2009). Déle se u mastnych kyselin zohlediuje pfitomnost
dvojnych vazeb v molekule a piipadné pocet téchto vazeb, jejich lokace a takeé
konformace. Podle konformace se rozliSuji polohy cis a trans. Nasycené (SFA, SAFA,
saturated fatty acids) mastné kyseliny jsou lineadrni molekuly s jednoduchymi vazbami.
Z vyzivového hlediska jsou v rdmci téchto kyselin stfedem pozornosti zejména
kyseliny laurova (C12:0), myristova (C14:0) a palmitova (C16:0). Tyto mastné
kyseliny totiz vykazuji navySujici U€inek na hladinu LDL cholesterolu, ktery je
asociovan s nekterymi civilizaénimi chorobami jakymi jsou obezita a kardiovaskularni
onemocnéni (Pilarczyk a kol. 2015).

Jako monoenové mastné kyseliny (MUFA, monounsaturated fatty acids) se
oznacuji nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou. MUFA se klasifikuji
dle délky uhlikatého fetézce, polohou dvojné vazby a prostorovou konfiguraci. Do této
skupiny patii naptiklad kyselina olejova (C18:1n-9), ktera z této skupiny v mlécném
tuku prevazuje.

Dilezity nutri¢ni vliv maji téZ polyenové mastné kyseliny (PUFA, polyunsaturated
fatty acids). PUFA jsou nenasycenymi mastnymi kyselinami se dvéma a vice dvojnymi
vazbami. Vyznamnym zastupcem z této skupiny je kyselina linolova (C18:2n-6). Tyto
mastné kyseliny se opét rozliSuji podle polohy dvojnych vazeb a jejich konformaci.
Do této skupiny fadime pro organismus velmi podstatné skupiny omega-3 a omega-6

mastné kyseliny. Tyto dvé skupiny se od sebe lis§i polohou prvni dvojné vazby
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nachazejici se na 3. piipadné 6. uhliku smérem od methylové skupiny. Mezi témito
skupinami najdeme esencidlni mastné kyseliny, které organismus potiebuje, a
nedokaze je syntetizovat. Z toho divodu je zapotiebi dodavat organismu esencialni
mastné kyseliny ptfimo v potravé (Velisek a HajsSlova 2009). Oznacovani vyznamnych
mastnych kyselin mlé¢ného tuku je uvedeno v tabulce 1.

Tab. 1: Vyznamné mastné kyseliny mlécného tuku (Samkova a kol. 2012a)

Nasycené mastné kyseliny (SFA)

pocet uhlikt a lokace

—— trivialni nazev chemicky nazev
C4:0 maselna butanova
C6:0 kapronova hexanova
C8:0 kaprylova oktanova
C10:0 kaprinova dekanova
C12:0 laurova dodekova
C14:0 myristova tetradekova
Cl16:0 palmitova hexadekova
C:18:0 stearova oktadekova
Monoenové nenasycené mastné kyseliny (MUFA)
Cl14:1n-5 myristolejova 10-cis-tetradecenova
Cl16:1n-7 palmitolejova 10-cis-hexadecenova
C18:1n-9 olejova 10-cis-oktadecenova
C18:1n-9 elaidova 10-trans-oktadecenova
C:18:1n-7 vakcenova (VA) 12-trans-oktadecenova
Polyenové nenasycené mastné kyseliny (PUFA)
C18:2n-7 rumenova (RA) 9-cis, 11-trans-oktadekadienova
n-6 polyenové nenasycené mastné kyseliny (omega 6)
C18:2n-6 linolova (LA) 9-cis, 12-cis-oktadekadienova
C18:3n-6 y-linolenova 6,9,12-all-cis-oktadekatrienova
C20:4n-6 arachidonova 5,8,11,14-all-cis-eikosatetraenova

n-3 polyenové nenasycené mastné kyseliny (omega 3)

C18:2n-7 a-linolenova (ALA) 9,12,15-all-cis-oktadekatrienova

C20:5n-3 timnodonova (EPA) 5,8 11,14, I 7-all-cis-
eikosapentaenova

C22:6n-3 cervonova (DHA) 47,10,13,16,1 9—all—,czs—
dokosahexaenova
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2.1.2 Syntéza mastnych kyselin a mlécného tuku

Skladba mastnych kyselin se krom¢ genetickych faktorti, odviji napt. od slozeni
krmné davky, véku a zdravotniho stavu dojnice, a déle se zastoupeni mastnych kyselin
li$i 1 v zavislosti na poradi a stadiu laktace (Moioli a kol. 2007). Mastné kyseliny
mléného tuku pochazejici z krmné davky, vznikaji jako produkty bachoroveé
mikroflory pfipadné jsou syntetizovany de novo (Mansson 2008). Vyznamnou roli
v zastoupeni mastnych kyselin mlé¢ného tuku hraje rovnéz proces syntézy.
Mikrobiologickou fermentaci v bachoru vznikaji kromé dalSich latek tzv. tékavé
mastné kyseliny, které kryji znacnou Cast energetické potieby organismu dojnice
(Jensen 2002, Tagang a kol. 2010). Mezi stéZejni t€kavé mastné kyseliny patii kyselina
octova, propionova a maselna ve formé acetatu, propionatu a -hydroxybutyratu, ktery
je syntetizovan z kyseliny maselné v bachorové tkani (Mansson 2008). Ze zminénych
t€kavych mastnych kyselin zpravidla pfevazuje syntéza acetatu (55 - 70 %), dale
propionatu (15 - 30 %) a B-hydroxybutyratu (5 - 15 %) (Wasielewska a Zygmunt
2015). Poméry jednotlivych slozek jsou déany aktudlnim slozenim bachorové
mikroflory, kterou Ize ovlivitovat skladbou krmiva (Hanus a kol. 2018). Propionat je
prekurzorem pro syntézu glukozy, kterd je nezbytna pro syntézu laktézy (Tagang a kol.
2010). Pro syntézu laktdzy je v mlécné zlaze utilizovano piiblizné 60 - 70 % glukdzy
(Weikard a kol. 2005). Oproti tomu acetdt a v mensi mife B-hydroxybutyrat jsou
v mlécné Zlaze prekurzory pro zahajeni syntézy mastnych kyselin de novo (Liu a kol.
2017). Jedna se piedevsim o mastné kyseliny s kratsi délkou uhlikatého fetézce (C4:0
- C14:0) jejichz zdrojem v mlééném tuku je pravé de novo syntéza a dale pfiblizné
50 % kyseliny palmitové (Samkova a kol. 2012a). Ptiblizn¢ 40 - 50 % z celkového
spektra mastnych kyselin v kravském mléce pochazi ze syntézy de novo (Carvajal a
kol. 2016). Mastné kyseliny s del§im fetézcem se do mléka dostavaji prevazné z krmné
davky a tukovych zasob (Rudolph a kol. 2010).

Vlivem ¢innosti bachorové mikroflory dochdzi k hydrogenaci (respektive
biohydrogenaci) MUFA a PUFA pfijatych v krmivu. Touto modifikaci dochazi ke
konforma¢nim zménam v fetézci téchto mastnych kyselin vedouci k tvorbé trans
mastnych kyselin podilejicich se na skladbé mléka. Mnoho cis a trans izomera vychazi
z kyseliny olejové (Pérez a Garnsworthy 2013). Pro nékteré z takto modifikovanych
mastnych kyselin byl prokazan ptiznivy zdravotni efekt (VeliSek a HajSlova 2009).

Jako zdravotné vyznamna se prokazala konjugovana kyselina linolova (CLA) (Kala¢
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a Samkova 2010). CLA vznikd mimo jiné ¢innosti enzymu stearoyl - CoA desaturazy
v mlécné zlaze utilizaci kyseliny vakcenové (trans-11-C18:1), kterd je produktem
bachorové hydrogenace. Prekurzorem pro syntézu kyseliny vakcenové v bachoru jsou

kyseliny linolova a linolenova (Samkova a kol. 2012b, Kulig a kol. 2013).

2.2 Polymorfismy vybranych kandidatnich genii pro

parametry mlééné uzitkovosti

Slozeni mlécného tuku je ovliviiovano mnoha faktory, které 1ze obecné rozdélit na
genetické a prostfed'ové. Na genetickém zalozeni kvantitativnich znak zahrnujici
sloZeni a nutri¢ni skladbu mlééného tuku se podili celd fada genii rozprostienych
napfi¢ genomem (Kala a kol. 2016). Slechtitelské postupy vedouci ke zlepSovani
kvantitativnich vlastnosti tak vychazi pfedev§im z hodnot naméfenych v ramci velké
populace véetné hodnot ptibuznych jedincii a potomstva (Zukiewicz a kol. 2012).
Z téchto diivodu jsou vyhledavany tzv. kandidatni geny, které¢ mohou byt s uzitkovymi
vlastnostmi prokazateln¢ asociovany (Blecha a kol. 2015). Kandidatni geny zasahuji
do syntetickych piipadné¢ metabolickych drah pro uzitkovou vlastnost. Jiz bylo
odhaleno né€kolik kandidatnich gend, které maji vliv na podil a sloZeni mlééného tuku
(Matsumoto a kol. 2012). Mezi velmi vyznamné kandidatni geny ve vztahu
k mléénému tuku se fadi gen pro acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferazu (DGATI) a
stearoyl-CoA desaturazu (SCD1). Popsané polymorfismy v téchto genech (K232A pro
DGATI a A293V pro SCDI) maji totiz na slozeni mlé¢ného tuku vyrazny vliv
(Bouwman a kol. 2011).

V roce 2007 byl kompletné osekvenovan genom skotu. Nésledné bylo odhaleno
pfiblizn€ 22 700 genli a 2 miliony jednonukleotidovych polymorfismi (SNP).
Nicméné pouze zlomek téchto polymorfismi se podili na fenotypovém projevu a
pokud se projevuji, pak Casto se zanedbatelnou signifikanci. Mnoho z téchto
polymorfismi vykazuje priikazny efekt pouze v rdmci malé populace. Pro potieby
genomové selekce je proto dulezité vyhledavat univerzadlni genové markery
(Zukiewicz a kol. 2012).

Genetickym markerem je v tomto piipad¢ alela dobfe popsaného polymorfismu,
ktera byla asociovana s ptiznivym vlivem na uzitkovou vlastnost. K detekci zddoucich
alel je vyuzivano molekularné biologickych metod. Pfitomnosti "pfiznivé" alely lze

predpokladat zlepSujici efekt QTL (quantitative trait loci) a zvySeni piesnosti selekce.
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QTL jsou useky na chromozomu, pro které byl prokézan vliv na uZzitkové vlastnosti.
Vyhledavani téchto usek je klicové pti hledani novych kandidatnich geni. Je popsano
jiz mnoho kandidatnich genti ovliviujicich vytézek i kvalitativni vlastnosti mléka
(Mohammed a kol. 2015). Na genetickém zalozeni pro vlastnosti a zastoupeni
mlééného tuku v mléce se nejvice podili QTL identifikované na 14., 19., a 26.
chromozomu. Pravé na téchto chromozomech je lokalizovano mnoho kandidatnich
gent, jejichz produkty jsou soucasti metabolickych drah spjatych se syntézou ¢i

metabolismem lipida (Bouwman a kol. 2011).

2.2.1 Gen pro prolaktin (PRL)

Prolaktin je hormon vylu€ovany hypofyzou, plnici v organismu mnoho funkci
skrze bunécnou signalni drahu JAK2/STAT (Brym a kol. 2005, Lu a kol. 2011, Patel a
Chauhan 2017). Z hlediska mlécné produkce se jedna piedevsim o hormon zahajujici
mlécnou sekreci, kterou nadale fidi po celou dobu laktace (Lii a kol. 2010). Gen PRL
kédujici prolaktin tak #idi syntézu hlavnich sloZzek mléka a kompletné ovliviiuje
genovou expresi mléénych proteinii vcetné jejich transkripce, stabilizace mRNA
molekul a déle jejich samotnou translaci véetné postransla¢nich tprav (Zukiewicz a
kol. 2012). Gen PRL se nachazi na 23. chromozomu a jeho velikost ¢ini 10 kb. Sestava
z 5 exond a 4 intrond a vysledny protein je tvofen 199 aminokyselinami (Alfonso a
kol. 2012, Lii a kol. 2010). Ve 4. exonu byl lokalizovan polymorfismus g.8398G>A.
Tento polymorfismus byl spojen s vlivem na mlé€nou uZitkovosti za obdobi 1. laktace.
Ptiznivy Uc¢inek byl spojen s genotypem AG, ktery oproti homozygotnimu genotypu
GG vykazoval primérny rozdil v mlééné uzitkovosti 557 kg. Oproti tomu genotyp GG
vykazoval navysujici u¢inek na podil mlé¢ného tuku, ktery v priméru tvofil rozdil
0.25% (Brym a kol. 2005). Také byl prokazan vliv tohoto polymorfismu na obsah
kyseliny kaprinové (C10:0) a lauroolejové (C12:1) v mléce (Schennink a kol. 2009).
Mezi dal§i vyznamné polymorfismy spadaji -402A>G a -1043A>G nachazejici se
v oblasti promotoru. U polymorfismu -402A>G byl pozorovan ptiznivy vliv genotypu
GG, ktery vedl ke zvySeni mlécné uzitkovosti v prvni laktaci o 516,9 kg a o 522 kg
v laktaci druhé. Genotyp A4 byl vSak asociovan s vy$§im podilem mlécného tuku
v mléce, ktery ¢inil v 1. laktaci rozdil 0,30 %. Ve druhé laktaci byl obsah tuku pro
genotyp AA vyssi 00,57 %. Dale byl pro polymorfismy -1043A>G a -402A>G

zkouman vliv haplotypti na uzitkové vlastnosti mléka. Haplotyp AG vykazoval
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navysujici i¢inek na mlécnou uzitkovost a dale haplotyp 44 navySoval podil mlécného

tuku (Lii a kol. 2010).

2.2.2 Gen pro prolaktinovy receptor (PRLR)

Prolaktin u¢inkuje diky interakci s prolaktinovym receptorem inkorporovanym
v bunééné membrané. Gen PRLR kodujici prolaktinovy receptor se nachazi se na 20.
chromozomu a zahrnuje 10 exonii. Na 205. nukleotidu sekvence 9. intronu byl
identifikovan polymorfismus A/C, ktery vede k alternativnimu sestfihu. Alternativni
sestith umoziuje existenci dvou izoforem proteinu sestavajici z 557 aminokyselin,
piipadné 272 aminokyselin (Lii a kol. 2011, Zukiewicz a kol. 2012).

V 10. exonu byly identifikovany dva SNP s pfiznivym vlivem na mlécnou
uzitkovost. Jedna se o polymorfismus g.9206G>A (také E378K) vedouci k zatazeni
glutaminu pfipadn€¢ lysinu na 378. pozici polypeptidového fetézce a dale
polymorfismus g.9681C>T (téz A536V) vedouci k zafazeni alaninu ptipadné valinu
na 536. pozici. Pro polymorfismus g. 9206G>A byl vyznamny efekt homozygotnich
genotypti GG a CC na mlécnou uzitkovost oproti heterozygotni kombinaci AG. Rozdil
v mlé¢né uzitkovosti se pohyboval okolo 600kg mléka za normovanou laktaci (305
dni). Heterozygotni kombinace CT pro polymorfismus g.9681C>T naznafovala
mozny navySujici G€inek na mnozstvi mlééného tuku a proteinu avSak statisticka
prukaznost nebyla dostate¢na. Byl vSak posouzen vliv haplotypi pro tyto SNP.
Haplotypy GGCC, AGCC a GGCT jiz se statistickou prikaznosti vykéazaly navySeni
nejen pro mlécnou uzitkovost, ale téZ pro obsah mlécného tuku v porovnani

s haplotypem AGCT ( Lii a kol. 2011).

2.2.3 Gen pro transkripcni faktor STAT5A (STAT5A)

STAT (signal transducers and activators of transcription) jsou rodinou signalnich
proteinti, které po aktivaci cytokinovych receptort iniciuji transkripci v jadru bunky
(He a kol. 2012). STAT5 maji mimo jiné také vliv na vyvoj mlé€né Zlazy. Béhem
laktace dochazi ke zvySeni exprese genu kddujici STATS proteiny. Z hlediska sekrece
mléka je podstatny vliv téchto proteinli zejména v ndvaznosti na plisobeni prolaktinu
(Bionaz a Loor 2011). Uplatiiuji se mimo jiné béhem bunécéného ristu a diferenciace
interakci s rOstovym hormonem (GH). Geny STAT5A a STAT5B se nachazi ve

vzajemné blizkosti na 19. chromozomu v lokusu ql17. V mlécné Zlaze je primarné
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exprimovan protein STATSA, ktery je tvofen 794 aminokyselinami. Délka genu
STATS5A &ini 15 947 bp a samotny gen obsahuje 19 exonti (He a kol. 2012, Zukiewicz
a kol. 2012). V 8. exonu byl lokalizovan SNP12195 s alelami G a C. Alela G v tomto
polymorfismu byla asociovana s niz§im obsahem mlécného tuku a proteinu. Dalsi
polymorfismus SNP14217 byl detekovan v sekvenci 9. intronu s alelami 4 a G. Khatib
a kol. (2008) pro tento polymorfismus neprokazali pritkazny vliv na uzitkové vlastnosti
spojené s mlé¢nou produkei (Khatib a kol. 2008), na druhé strané He a kol. (2012)
prokazali vliv genotypii AG a GG na vyssi koncentraci mlécnych proteini (He a kol.
2012). V 9. intronu se nachazi dalsi polymorfismus g.9501G>A. Alela 4 je spojovéana
s vysSim podilem mlééného tuku v mléce, avSak zaroven s vysS$im podilem SFA
v neprospéch UFA (Schennink a kol. 2009). Dalsi polymorfismus se nachazi v lokusu
17266. Genotypy 17T a CT se podilely na vyssi mlécné uzitkovosti v porovnani
s genotypem CC. Oproti genotypu 77 genotypy CC a CT vykazovaly vyssi podil tuku
v mléce (He a kol. 2012).

2.2.4 Gen pro Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferdazu 1
(DGATI)

Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferaza 1 je enzym endoplazmatického retikula,
ktery se zasadné uplathuje v mnoha tkanich, nebot’ utilizaci diacylglycerolu a
acetylkoenzymu A katalyzuje posledni krok v syntéze lipidii (Mohammed a kol. 2015).
Studie potvrdily stéZejni roli tohoto enzymu v syntéze triacylglycerolii (Grisart a kol.
2002, Lu a kol. 2013). Knockout genu DGATI, ktery podminuje expresi tohoto
proteinu, vedl u mysi dokonce k celkové inhibici laktace (Grisart a kol. 2004).

Gen DGAT leZi pobliZ centromery 14. chromozomu. Sestava ze 17. exoni a jeho
celkova délka ¢ini 14 117 bp. Na 8. exonu se nachdzi vyznamny polymorfismus
oznacovany jako K232A, ktery umoziiuje existenci 2 izoforem proteinu s rozdilem na
232. pozici polypeptidu. Zména v sekvenci proteinu vychdzi z rozdilu ve dvojici
nukleotidli nachéazejicich se na 10 433. a 10 434. pozici sekvence genu. Sekvence GC
vede k pritomnosti lysinu a sekvence A4 zapfti¢ini inkorporaci alaninu (Mohammed a
kol. 2015, Akyiiz a kol. 2015). Pro polymorfismus K232A byla zji$téna az 50% tcast
na celkovém genetickém zaloZeni pro obsah mlécného tuku (Grisart a kol. 2002,
Carvajal a kol. 2016). Pro alelu K byl prokdzan navysujici vliv na mnoZzstvi a obsah

tuku a proteinu v mléce. Tento efekt je ovSem vyvazovan vysSim podilem SFA. Alela

17



A naopak vykazuje nizSi zastoupeni SFA, zejména kyselin kaprinové, laurové,
myristové a palmitové ve prospéch UFA. Dalsi pfinos vykazuje alela 4 navySenim
kyseliny olejové a CLA (Houaga a kol. 2018, Lu a kol. 2015, Schennink a kol. 2007,
Schennink a kol. 2008). Vysvétlenim navysSujiciho tc¢inku alely K na mnozstvi a podil
mlécného tuku mize byt prokdzana vyssi rychlost syntézy triacylglycerolu pro tuto
alelu (Grisart a kol. 2004, Schennink a kol. 2007). Diky vSem témto aspektiim se stal
gen DGATI velmi vyznamnym kandidatnim genem pro uzitkové vlastnosti spjaté

s mlé¢nou produkci (Grisart a kol. 2002, Akyiiz a kol. 2015).

2.2.5 Gen pro stearoyl-CoA desaturdazu 1 (SCD1)

Steroyl-CoA desaturdza 1 je enzymem, jenZ je soucasti endoplazmatického
retikula (Moioli a kol. 2007). Tento enzym katalyzuje tzv. desaturaci, kterou se rozumi
vytvoreni dvojné vazby mezi 9. a 10. uhlikem fetézce nasycené mastné kyseliny, ktera
je touto reakci pfevedena na mononenasycenou mastnou kyselinu (Campbell a kol.
2001, Moioli a kol. 2007). Desaturace je ze zdravotniho hlediska podstatnou
modifikaci, zejména pak v pripad¢ kyselin myristové, palmitové, stearové (C18:0) a
vakcenové, které mohou byt konvertovany na kyseliny myristolejovou (C14:1),
palmitolejovou (C16:1n-7), kyselinu olejovou a CLA (Mele a kol. 2007). Stearoyl-
CoA desaturdza 1 tak ovliviluje sloZeni triacylglycerolli, fosfolipidii a dalSich
lipidickych slozek (Kulig a kol. 2013).

Exprese stearoyl-CoA desaturdzy 1 je podminéna genem SCDI. Tento gen se
nachdzi na 26. chromozomu (BTA26). Délka otevieného ¢teciho rdmce pro tento gen
¢ini 1080 bp. Samotny enzym pak sestdva z 359 aminokyselin (Mele a kol. 2007).
Vyznamny polymorfismus g.10329C>T, znamy téz jako A293V, se nachazi uvnitf
sekvence 5. exonu. Nachazi se zde alela 4 podminujici expresi alaninu a alela V'
vedouci k expresi valinu (Moioli a kol. 2007). Tento polymorfismus ovliviiuje miru
katalytické ¢innosti enzymu (Schennink a kol. 2008). Exprese alaninu je spojovana
s vys$§im obsahem UFA a syntézou CLA. Gen SCD/ tak ma ze zdravotniho hlediska
potencial zvysit kvalitu mléka (Schennink a kol. 2008). Genotyp A4 vede k vy$§imu
podilu MUFA a kyseliny olejové a tedy pfispiva k vyssi kvalité¢ mléka v porovnani
s genotypem VV. Zaroven vykazuje zlepSujici efekt na syntézu CLA (Mele a kol. 2007,
Kala a kol. 2016). Pro variantu 4 byl prokézan vyssi podil pro obsah mastnych kyselin
C10:1, Cl12:1, C14:1, kyselin stearové a vakcenové soucasné¢ s niz§im podilem

mastnych kyselin kaprinové, laurové, myristové, palmitolejové a také CLA
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(Schennink a kol. 2008). Gen SCDI lezi v blizkosti QTL asociovaného s obsahem
mlééného tuku v mléce. V sekvenci 5. exonu se nachazi dal$i polymorfismus
g.10153G>A. Homozygotni genotyp GG pro tento polymorfismus byl asociovan

s vys$§imi hodnotami pro obsah mlé¢ného tuku a proteinu (Kulig a kol. 2016).

2.2.6 Gen pro syntdzu mastnych kyselin (FASN)

Syntaza mastnych kyselin (FASN) je homodimericky enzym katalyzujici syntézu
nasycenych mastnych kyselin de novo utilizujici acetyl-CoA a malonyl-CoA jako
substraty za spoluucasti NADPH (Nikotinamidadenindinukleotidfosfatu). Tento krok
vede k prodlouzeni uhlikatého fetézce mastné kyseliny o 2 uhliky, ktera je cyklickym
opakovanim této reakce elongovana (Matsumoto a kol. 2012). V mlécné Zlaze
umoznuje FASN syntézu nasycenych mastnych kyselin o délce 4 - 16 uhlika (C4:0-
C16:0). V tukové tkani prevlada syntéza kyseliny myristové a kyseliny palmitové
(Morris a kol. 2007). Syntaza mastnych kyselin plni svoji tlohu v cytosolu (Roy a kol.
2006).

V genu FASN, ktery syntdzu mastnych kyselin kéduje, bylo nalezeno nékolik SNP.
Jednim z nich je polymorfismus g.763G>C nachdazejici se v 1. exonu, ktery vSak
nepodléha translaci. Pfesto byl prokazan zlepSujici vliv alely C na mnoZstvi mlécného
tuku. Dal$i nalezeny polymorfismus g.16009A>G (téz Thr1953Ala) se naléza
v sekvenci 34. exonu. Jedna se o A/G substituci vedouci k expresi alaninu, ¢1 v pfipadé
alely G k expresi threoninu. Tyto aminokyseliny se v polypeptidovém fetézci nachazi
na 1953. pozici. Alela G byla spojena s navysujicim u¢inkem na podil mlééného tuku
(Roy a kol. 2006). Dalsi nalezeny polymorfismus ve 34. exonu oznacovany W1955R
byl zkouman spole¢né s polymorfismem g.16009A>G (Thr1953Ala). Pro tyto SNP
byla zjiSténa genova vazba a dale téz prokazan navysujici Gc¢inek diplotypu AR/AR na
mnozstvi mlééného tuku a téZ kyseliny myristové v porovnani s diplotypem TW/AR.
Tento efekt je vysvétlovan vlivem téchto SNP v translatovaném proteinu. Tato oblast
totiz odpovidd useku B-ketoacyl reduktazy, jenz je pro funkci syntdzy mastnych
kyselin stézejni (Matsumoto a kol. 2012). Asocia¢ni studii byly dale odhaleny
polymorfismy g.15531C>A a g.15603G>A jejichz alely maji v mlééném tuku
statisticky prokazateln& navySovat obsah kyseliny myristové. V tukové tkani vSak tyto
alely obsah kyseliny myristové naopak snizuji (Morris a kol. 2007). Kromé& obsahu

kyseliny myristové ovliviiuji tyto SNP 1 obsah dal$ich mastnych kyselin v mléce. Jedna
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se o kyselinu kapronovou kaprylovou (C8:0), kaprinovou a laurovou (Morris a kol.
2007).

Obecné pro syntézu mastnych kyselin plati, Ze mastné kyseliny s kratkym a
sttedn¢ dlouhym fetézcem vykazuji stfedni az vySSi miru heritability oproti
nenasycenym mastnym kyselindm. Zaroven heritabilita nasycenych mastnych kyselin
je vys§i v porovnani s nenasycenymi mastnymi kyselinami (Bastin a kol. 2011,
Bouwman a kol. 2011). Je tomu tak pravé z divodu de novo syntézy nasycenych
mastnych kyselin o délce uhlikatého fetézce C4:0-C14:0. Syntéza kyseliny palmitové
(C16:0) se jiz v mlécné zlaze podili na slozeni mléka zhruba z 50 %. Mastné kyseliny
s delsim fetézcem a zbyly podil kyseliny palmitové pochazi z krmné davky piipadné

tukovych zésob (Li a kol. 2014a, Hanus a kol. 2018).

2.2.7 Dalsi geny souvisejici s mlé¢nou uZitkovosti

Gen pro OLR1 (oxidized low-density lipoprotein receptor)

ORLI (oxidized low-density lipoprotein receptor 1) se podili na transportu
mastnych kyselin a dale se vaze na lipoproteiny o nizké hustoté (LDL), jez odbourava.
Vysoka mira exprese genu ORLI byla prokdzana v aortické tkani. V oblasti 3'UTR
tohoto genu byl nalezen SNP g.8232C>A pro ktery byl prokazan vliv na vytéZzek
mlécného tuku a jeho celkovy podil mléce. Zaroven byl prokdzan vliv na podil
mastnych kyselin stearové, olejové a CLA, které jsou do mlécné zlazy transportovany
krevnim ob&hem. Pro genotyp CC byla stanovena vyS$$i mira genové exprese

(Schennink a kol. 2009).
Gen pro SLC27A (solute carrier family 27 A)

Mastné kyseliny s dlouhym uhlikatym fetézcem vstupuji do epitelidlnich bunck
mlécné zlazy s pomoci transportnich proteinti, jenZ se souhrnné oznacuji SLC27 (solute
carrier family 27) a jsou exprimovany v epitelidlnich buiikach. Uvnitt buniky dochazi k
esterifikaci mastnych kyselin na CoA jez se dale vazi na CoA binding proteiny nebo
dochézi k jejich navazani na FABP proteiny (Nafikov a kol. 2013). Exprese SLC27A6
je znama zejména pro srdeCni sval. Exprese izoforem tohoto proteinu byla vSak
prokazéna i pro mlécnou Zlazu. Mira genové exprese pro vétSinu z téchto izoforem
dosahuje maxima primémé 15 dni po porodu a k jejimu poklesu dochazi pozvolna
v pritbéhu laktace (Bionaz a Loor 2008). Pro SLC27A6 byl prokazan vliv na zastoupeni
SFA, UFA 1 MUFA. Téz byl prokézan vliv tohoto genu na podil kyseliny laurové v mléce
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v prubéhu prvnich 3 mésictli laktace, tedy béhem zaporné energetické bilance. Haplotyp
H3 je spojovan s nizsi hladinou SFA a vys$im obsahem UFA. Detekci haplotypu H3 lze
prokazat identifikaci SNP g.15740A (Nafikov a kol. 2013).

FABP (fatty acid binding proteins)

FABP (fatty acid binding proteins) jsou rodinou malych proteinti o velikosti 14-15
kDa nachézejicich se v cytoplazmé. Tyto proteiny umoziuji rychly vnitrobunécny
transport mastnych kyselin s dlouhym fetézcem (Liang a kol. 2014, Blecha a kol. 2015).
Primarni funkci FABP3 je transport mastnych kyselin pro ucel B-oxidace (Nafikov a kol.
2013). Protein FABP3 je exprimovan v mlééné zlaze beéhem laktace. FABP se nachazi
ve tkdnich s vysokou urovni metabolismu mastnych kyselin, jako jsou srde¢ni sval, jatra,
tukova tkan a kosterni svalstvo a mlécna zlaza (Kulig a kol. 2014., Blecha a kol. 2015).
Béhem laktace se v bunkach mlécné zldzy uplatiuji predev§sim FABP3 a FABP4
proteiny (Nafikov a kol. 2013). Gen FABP3 se nachazi na 2. chromozomu. Tento gen je
spojovan s QTL majici vliv na vytézek mlééného tuku a bilkovin (Kulig a kol. 2014).
Vtomto genu byl identifikovin SNP s alelami 4 a G. Mléko asociované s
homozygotnim genotypem A4 vykazovalo vyssi obsah tuku a proteini v mléce oproti
genotypum 44 a GG (Kulig a kol. 2010). FABP4 je exprimovan v tukové tkani a ucastni
se metabolismu lipidi (Blecha a kol. 2015). Pro haplotyp H3 byl prok4zéan snizujici
ucinek na zastoupeni SFA a zaroven navySujici G¢inek na UFA. Diky vazebné
nerovnovaze lze pfitomnost celého haplotypu H3 prokazat detekci polymorfismu

2.3691G>A (Nafikov a kol. 2013).

Gen pro SREBF1

SREBP (sterol regulatory element binding transcription factor) jsou rodinou
transkripcnich faktora ovlivitujici expresi celé fady genti spjatych se syntézou mlééného
tuku (Rudolph a kol. 2010, Nafikov a kol. 2013b). SREBFI je gen kodujici transkripéni
faktor SREBP1. Tento transkrip¢ni faktor podmifiuje expresi gent jako je acetyl-CoA
karboxylaza, FASN, elongaza mastnych kyselin 6 (ELOVL 6) a SCDI1. (Nafikov a
kol.2013b). SREBP jsou nejprve syntetizovany jako proteiny o velikosti piiblizné 125
kDa a délce 1150 aminokyselin. V této podobé setrvavaji jako ptrechodna soucast
membrany endoplazmatického retikula. Mechanismus piisobeni téchto proteint spociva
v jejich nasledném transportu do Golgiho aparatu a specifickém $tépeni proteolytickymi

enzymy. Vysledkem této modifikace jsou aktivni SREBP proteiny, jez jsou dale
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transportovany do jadra kde iniciuji transkripci (Ma a Corl 2012, Li a kol. 2014b). Gen
SREBF I podléha alternativnimu sestiihu a sekvence vysledného primarniho transkriptu
se lisi 1. exonem. Jsou tak zndmy 2 izoformy tohoto proteinu s nazvy SREBP-1a a
SREBP-1¢c (Ma a Corl 2012). Byly porovnavany haplotypy pro SNP v tomto genu
vporadi g.8729C>T, g.8837A>G, g.11598C>G, g.13495T>C (také L852P) a
2.13801T>C. Polymorfismus g.13495T>C umoznuje subsituci leucinu za prolin na 852.
pozici v aminokyselinovém fetézci. Pro haplotyp H1 (kombinace alel 7TGCTC) byl
prokazan snizeny podil kyselin laurové a myristové v mléce v porovnani s haplotypem
H3 (kombinace alel CACCT). V porovnani s haplotypem H2 (kombinace alel CGGCC)
jiz byl prokazatelny pouze niz$i podil kyseliny laurové. Nicméné piiznivy efekt
haplotypu H1 na slozeni mlééného tuku je na druhé stran¢ vyvazovan jeho negativni
korelaci s niz8i vytéznosti mléka (Nafikov a kol. 2013b). Vliv SREBFI jako
transkripcniho faktoru pro geny spjaté s geny podminujici vlastnosti mlécného tuku
doklada jeho vliv na obsah kyselin laurové a myristové, jejichz zdrojem je de novo

syntéza (Nafikov a kol. 2013).
PPARGCI1A (peroxysome proliferator-activated receptor- y coactivator-1)

PPARGCIA (peroxysome proliferator-activated receptor-y coactivator-1) je
kandidatnim genem pro obsah mléného tuku. Ovliviiuje procesy glukoneogeneze,
syntézy mlécného tuku a homeostdze. Vyznamnou roli hraje v jatrech, svalech, tukové
tkani a téz ve tkani mlééné zlazy. Gen PPARGCIA se nachazi na 6. chromozomu,
sklada se ze 13 exonil a jeho celkova délka ¢ini 6 261 bp. 5S'UTR fetézec ma délku 90
bp, délka samotné kodujici ¢asti genu 2391 bp a zbytek genu tvofi polyadenylacni
signal se 3'UTR koncem fetézce. Samotny protein je tvofen 797 aminokyselinami. V
sekvenci tohoto genu bylo nalezeno nékolik SNP. Vyznamny polymorfismus g.1892
T>C lezi v oblasti 9. intronu. Homozygotni kombinace 77 je asociovdna s vySSim
obsahem mlécného tuku a proteinu oproti homozygotim CC a heterozygotiim
(Weikard a kol. 2005, Alim a kol. 2012a). Druhy SNP g.3359A>C se nachazi ve
3'UTR oblasti. Alela C vykazovala v homozygotni sestavé lepsi vysledky, ovSem
statisticky nepritkazné. Prokazan byl v§ak navySujici vliv alely 4 na obsah mlé¢nych

proteint (Khatib a kol. 2007).
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Tab. 2: Vybrané polymorfismy s vlivem na parametry mlécné uZitkovosti

Nazev genu (proteinu)

Polymorfismus

Vliv na uzitkové znaky

Literarni zdroj

mlééna uzitkovost Li a kol. 2010
A02A>G % tuku Lii a kol. 2010
mlécna uzitkovost
PRL (prolaktin) 0.8398G>A % tuku Brym a kol. 2005
% C10:0, C12:1 Schennink a kol. 2009
g.402A>G mlec‘;)‘:jﬁ“’vo“ Lii a kol. 2010
PRLR (prolaktinovy receptor) 0.9206G>A mlééna uzitkovost Li a kol. 2011
g.12195G>C % tuku, %proteinu Khatib a kol. 2008
0.14217A>G % proteinu He a kol. 2012
STATSA 0.9501G>A % twku Schennink a kol. 2009
% SFA
17266 mlécnd uZitkovost He a kol. 2012
% tuku

DGATL1 (acylCoA:diacylglycerol acyltransferaza 1)

10433-10434

% tuku, % proteinu, %SFA

% C18:1, % CLA

Schennink a kol. 2008

g.10329C>T

C10:0, 12:0, C14:0, C18:1 trans-

Moioli a kol. 2007

SCD1 (stearoyl-CoA desaturaza 1) 11 Schennink a kol. 2008
g.10153G>A % tuku, % proteinu Kulig a kol. 2016
, , . 0.763G>C % tuku Roy a kol. 2006
FASN (syntéza mastnych kyselin) 9.16009A>G % tuku Roy a Kol. 2006
ORL1 (oxidized low-density lipoprotein receptor 1) g.8232C>A % tuku, C18:0, C18:1, CLA Schennink a kol. 2009
PPARGC1A (peroxysome proliferator-activated 0.1892 T>C % tuku Weikard a kol. 2005
receptor-y) 0.3359A>C % proteinu Khatib a kol. 2008
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Naésledujici pasaz Materidl a metody o rozsahu 4 stran je vypusténa z diivodu
budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélské fakulté JU.
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Naésledujici pasaz Vysledky a diskuze o rozsahu 19 stran je vypusténa z divodu
budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v

archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélské fakulté JU.
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Nasledujici pasaz Zavér o rozsahu 1 strany je vypusténa z diivodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatuie a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném na Zemeédélske fakulté JU.
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