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Abstrakt

Celosvétové studie poukazuji na vliv polymorfismu vybranych gend

na mlécnou produkci a obsah mastnych kyselin.

Cilem diplomové prace byla genotypizace kandidatniho lokusu FASN
se zaméfenim na mlécnou uzitkovost a spektrum mastnych kyselin v zavislosti
na genotypu. V praci je popsana charakteristika kravského mléka, mlééného tuku
a mastnych kyselin v mlé¢ném tuku. Dale se prace zabyva genomem skotu
a potencialnim vlivem polymorfismu kandidatnich genti ovlivitujici mastné kyseliny
mlécného tuku. Genotypy pro FASN byly stanoveny metodou PCR-RFLP, mlé¢na
uzitkovost vybranych dojnic byla statisticky hodnocena podle ukazateli mlécné
produkce za 1. laktaci v jednotlivych chovech a stanoveni mastnych kyselin prob&hlo
pomoci spektrofotometrie s naslednym statistickym vyhodnocenim. Vysledné
genotypy u vybranych chovi byli pouze dva, genotyp GG s vyssi relativni ¢etnosti
nez genotyp AG. Z vysledkl neni patrny zadny statisticky prokazatelny rozdil mezi

genotypy pro FASN v zavislosti na mlé¢nou uzitkovost a spektrum mastnych kyselin.

Kli¢ova slova: mléko, mlécny tuk, mastné kyseliny, syntdza mastnych kyselin,
FASN



Abstract

Global studies show the effect of polymorphism of selected genes on dairy
production and fatty acid spectrum.

The aim of the diploma thesis was genotyping of candidate FASN locus
with a focus on milk yield and fatty acid spectrum depending on genotype. The thesis
describes the characteristics of cow's milk, milk fat and fatty acids in milk fat.
Furthermore, the thesis deals with the genome of cattle and the potential influence
of polymorphism of candidate genes affecting fatty acids of milk fat. Genotypes
for FASN were determined by the PCR-RFLP method, the milk yield of selected
dairy cattle was statistically evaluated according to the milk production indices
for 1st lactation in individual breeds, and the determination of fatty acids was
performed by spectrophotometry followed by statistical evaluation. The resulting
genotypes in selected breeds were only two, the GG genotype with a higher relative
frequency than the genotype AG. There is no statistically significant difference

between FASN genotypes depending on the milk yield and the fatty acids spectrum.

Keywords: milk, milk fat, fatty acids, fatty acid synthase, FASN
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1 Literarni prehled

1.1 Mléko

Kravské mléko a mlécné vyrobky maji dlouhodobou tradici v lidské vyzivé
(Haug et al., 2007), historie konzumace kravského mléka saha az do neolitu
(Barlowska et al., 2011). Mléko je vyznamnym produktem zivocisné vyroby, ktery
se hodi bez dal§iho zpracovani k piimé konzumaci. Je duilezitou soucasti stravy
mnoha lidi, pfedstavuje plnohodnotnou potravinu, kterd hraje dilleZitou roli v lidské
vyziveé, vzhledem k produkci tuku, bilkovin, cukrti, mineralnich latek a vitaminu,
ve velmi dobfe zuzitkovatelné formé. U velké Casti populace s ptevahou déti,
dospivajicich a starSich ¢i oslabenych jedinct je mléko téméef nenahraditelnou ¢asti

denniho jidelni¢ku (Dolezal et al., 2000).

Kravské mléko obsahuje ziviny potfebné pro riist a vyvoj telete; je zdrojem
lipida, bilkovin, aminokyselin, vitamini a minerali. Kolostrum se zna¢né 1iSi
od mléka; nejvyznamnéj$im rozdilem je koncentrace mléénych bilkovin, ktera mtize
byt asi dvojnasobnd v kolostru ve srovnani s pozd¢jsi laktaci. Zména slozeni mléka
v prubéhu celého obdobi laktace se shoduje s ménici se potfebou vyvoje telete, ktera
poskytuje rizné mnozstvi slozek dilezitych pro zasobovani Zivinami, specifickou
a nespecifickou obranu hostitele, rist a vyvoj. Specifické mlécné bilkoviny
se podileji na casném vyvoji imunitni odpovédi, zatimco jiné se ucastni

neimunologické obrany (Skladanka et al., 2014).

1.1.1 Spotreba

Spotieba mléka a mlé€nych vyrobkil se v jednotlivych regionech znacné lisi,
v zapadnich zemich se spotfeba mléka béhem poslednich desetileti snizila. Tento
trend miZe byt ¢asteCné vysvétlen udajnymi negativnimi U€inky na zdravi, které byly
ptipisovany mléku a mléénym vyrobkiim. Tato kritika se objevila zejména proto,
7ze mléény tuk obsahuje vysoky podil nasycenych mastnych kyselin, u nichz

se predpoklada, ze ptispivaji k srdecnim onemocnénim a obezit¢ (Haug et al., 2007).
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Z celkové zemédélské produkce v Ceské republice zaujima mléko
asi ¢tvrtinovy podil a tim se fadi mezi ekonomicky nejvyznamnéj$i produkty
Ceskych zemédélct. Geneticky potencial piisobi pozitivné na ekonomickou uroven
mlééné produkce, pokud dochazi ke spravnému propojeni se systémem selekce,

reprodukci, krmenim, vyzivou a chovnym prostfedim (Dolezal et al., 2000).

Nejnovéjsi data Ceského statistického ufadu (CSU) ukazuji nartst spotieby
mléka a mlécnych vyrobki od roku 2010 do roku 2016. Nejvyssi spotieba od roku
1993 byla 242,4 | na obyvatele za rok 2009, z toho konzumni kravské mléko
zaujimalo 55,9 | na obyvatele za rok. Obrazek 1 zobrazuje spotfebu mléka
a mlécnych vyrobkl od roku 1989 do roku 2016
(https://www.czso0.cz/csu/czso/spotreba-potravin-2016, 2018).

Spotfeba mléka a mléénych vyrobki
Consumption of milk and milk products
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Obrizek 1 - Spotfeba mléka a mléénych vyrobki (Cesky statisticky Gfad — spotieba
potravin 2016); Zdroj: https://www.czso.cz/csu/czso/spotreba-potravin-2016, 2018

Spotieba 0,5 litru mléka denné dodava do téla vyznamné mnoZstvi Zivin,
které jsou kazdy den potfeba. Mlécné slozky se podileji na metabolismu nékolika

zpusoby, napt. poskytovanim esencidlnich aminokyselin, vitaminti, mineralnich latek
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a mastnych kyselin nebo ovliviilovanim absorpce Zivin. M1é¢ny tuk je rozmanity a ma

Siroké spektrum mastnych kyselin a lipida (Haug et al., 2007).

1.1.2 Slozeni

SloZzeni mléka ma dynamickou povahu, 1i8i se podle stupné laktace, veku,
plemene, vyzivy, energetické rovnovahy a zdravotniho stavu vemene (Caroli et al.,
2009). Kravské mléko obsahuje ptiblizné 87 % vody, 4 az 5 % laktozy, 3 % bilkovin,
4 % tuku, 0,8 % mineralti a 0,1 % vitamint (Pereira et al., 2014).

Lipidy v mléce jsou emulgovany v globulich potazenych membranami.
Proteiny jsou ve formé€ koloidnich disperzi jako micely. Kaseinové micely
se vyskytuji jako koloidni komplexy bilkovin, soli, a pfedevSim vapniku. Laktoza

a vétsina minerald jsou v roztoku (Argov et al., 2008).

MIléko je obecné povazovano za dulezity zdroj bilkovin v lidské stravé
a dodava ptiblizné¢ 32 g bilkovin/l. Jeho bilkovinna c¢ast mize byt rozd€lena
narozpustné a nerozpustné¢ bilkoviny. Rozpustné bilkoviny, pojmenované
jako syrovatkové bilkoviny, predstavuji 20 % casti mléénych bilkovin,
zatimco nerozpustné bilkoviny, konkrétné kasein, ptedstavuje 80 %. Mlécné
bilkoviny jsou klasifikovany jako vysoce kvalitni bilkoviny s ohledem na pozadavky
aminokyselinové sloZeni, stravitelnost a biologickou dostupnost. Ve skutecnosti jsou
mlécné bilkoviny ¢asto povaZzovany za nejlepsi zdroj bilkovin, kdyZ bereme v ivahu
esencialni aminokyselinové hodnoceni a stravitelnost bilkovin korigované

aminokyselinovym hodnocenim (Boye et al., 2012).

MIléEné vyrobky jsou vyznamnym zdrojem vapniku. Kravské mléko obsahuje
vapnik a hof¢ik v poméru cca 10 : 1 (124,2 mg vapniku a 9,9 mg hoi¢iku / 100 g) -
(Hanus et al., 2008). V tomto poméru lépe pronikaji ionty hot¢iku bunéénymi

membranami nasledovany vapnikem (Dolezal et al., 2000).
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Tabulka 1 - Slozeni mléka, procentualni zastoupeni jednotlivych slozek v 0,5 |
plnotu¢ného mléka a jejich hlavni u¢inky na zdravi (Haug et al., 2007)

Slozky mléka

Koncentrace
v1lpl
mléka

Procentualni

podil v 0,51
pl. mléka na

U¢inky na zdravi

DDP
Tuk 339/l Bohaty na energii
Nasyg:ené mastné 19 g/l Zvysuje HDL, LDL a celkovy
kyseliny cholesterol. Inhibice bakterii a virt.
. ., Prevence srde¢nich onemocnéni,
Kyselina olejova 8 g/l Tt .
posileni membran
Kyselina laurova 0,8 g/l Antivirové a antibakterialni
ORI 39/l Zvysuje LDL a HDL
myristova
ngisrgll o 8 g/l Zvysuje LDL a HDL
Kyselina linolova | 1,2 g/l Omega-6 FA
a-linolenova 0,75 g/l Omega-3 FA
Esencialni aminokyseliny, bioaktivni
Bilkoviny 329/l 30-40 % proteiny, zvySena biologicka
dostupnost
Laktoza 53 g/l ::.Jmoiﬁuj e vstiebani vapniku a
osforu
L Posiluje kosti, zuby, zleps$uje krevni
Vi 119/ 4050 % tlak, rtjaguluje meta}t;olis%us? tuku
Horcik 100 mg/l 1216 % f”rvevence srde¢nich onemocnéni,
écba astmatu
Zinek 4 mg/l 18-25% Imunitni funkce, genova exprese
Selen 37 gl 30 % Prevven,ce rakoviny, Vals:rgiim,
srdecnich onemocnéni
Vitamin E 0,6 mg/l 2% Antioxidant
Vitamin A 280 pg/l 15 - 20 % Posiluje zrak, podporuje déleni bunék
el M 50 ng/l 6% Podpora s_yntézy DI_\IA, déle_ni bunck
a metabolismus aminokyselin
Riboflavin 1,83 mg/I 60 — 80 % Zabranuje ariboflavinoze
Vitamin Bz 4,4 ng/l 90 % Klid¢ova role v metabolismu folath

Bezpochybné je mléko vyzivové bohaté; je dobrym zdrojem bilkovin

s vysokou biologickou hodnotou s kombinovanymi funkcemi pro imunitni systém,

stejn€ tak Zivin s transportnimi a absorpénimi schopnostmi, duleZitych vitamind

a esencialnich mineralii. Navzdory n€kterym neddvnym kontroverznim hypotézdm

0 moznych negativnich Uc¢incich z konzumace mléka, které se projevily poruchou

vstiebavani laktosy a symptomy intolerance, které¢ by byly v dospélosti piirozené,

nebyly zjistény zadné jasné mechanismy, silné diikazy, ani jasné argumenty, které by

zcela vyloucily, primérnou konzumaci mléka (Mullie et al., 2016).
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1.1.3 Nezadouci ucinky

Existuji dva hlavni nezaddouci u¢inky zptisobené pozitim mléka. Prvnim je
laktézova intolerance, kterd znamena vyhybani se mléku a vede jedince
ke konzumaci upravenych mlécnych vyrobka s niz§im obsahem lakt6zy. A druhym
je alergie na kravskou mlécnou bilkovinu a ta znamena uplné vylouceni kravskych

mlécnych vyrobk.

1.1.3.1 Laktozova intolerance

Laktoza je hlavni sacharid pfitomny v mléce. Jedna se o disacharid sloZzeny
z glukozy a galaktdzy. Je hydrolyzovan B-galaktosidazou, zndmou jako laktaza.
Tento enzym je spojen s membranou sliznice tenkého stfeva a poté, co je laktdza
hydrolyzovana, ob€ monosacharidova gluk6za a galaktéoza jsou absorbovany
a transportovany do jater pies portalni zilu, kde je galaktdéza preménéna na glukozu
(Lomer et al., 2008). U savci se aktivita PB-galaktosidazy vyznamné snizuje
po odstaveni, to se zjevné ned&je ve stejném stadiu u lidi. Cinnost B-galaktosidazy
zustava 1 v dospélosti a symptomy intolerance vznikaji, kdyz se objevi enzymaticky

nedostatek (Schaafsma et al., 2008).

Lakt6zova intolerance sama zpuisobuje ne¢kolik zaludecné stfevnich ptiznaka
vyvolanych laktézou a fermentaci cukru v tlustém stfevé. Abdomindlni kiece,
nadymani, plynatost, priijem, nevolnost a zvraceni jsou Casté nezadouci piiznaky.
Béhem fermentace vznikd nckolik slou€enin, jako jsou mastné kyseliny s kratkym
fetézcem, metan a oxid uhliity, které mohou také ovliviiovat motilitu traviciho
traktu zptsobujici zacpu, zvyseny tlak uvnitt stiev a zvySenou dobu prichodu stievy

(Berkey et al., 2009).

1.1.3.2  Alergie na bilkovinu kravského mléka

Alergie na kravské mlécné bilkoviny je obecné prvni potravinova alergie
zjisténa u déti a jeji prevalence se pohybuje v rozmezi 2 % az 7,5 % (Caffarelli et al.,
2010). Nejcastéji jsou tyto alergie zpiisobeny syrovatkovymi bilkovinami, zejména

B-laktoglobulinem, ale také mohou byt podnécovany kaseinem.
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Alergie na kravské mléné bilkoviny miZze byt spojena s reakci
IgE (Imunoglobulin E) a nezddouci nasledky mohou byt okamzité (zprostiedkované
IgE) nebo zpozdéné (nejsou zprostiedkovany IgE). Mezi okamzité reakéni ptiznaky
patii anafylaxe, kozni reakce s kopfivkou a ekzémem, respiratni onemocnéni
a problémy travici soustavy vcetné zvraceni, prijmu a krvavé stolice (Fiocchi et al.,

2010).

1.2 Mlé¢ny tuk

Tuk v mléce je bohatym zdrojem energie, nositelem chuti mléka a také
nositelem dilezitych vitamin rozpustnych v tucich (vitamin E, A a D) - (German
a Dillard, 2010). Mlécny tuk patfi mezi nejkomplikovanéj§i ptirodni tukové
komplexy. V mléce se vyskytuje v podobé tukovych kulicek (velké v priméru
0,5 az 10 mikrometrd, vétsinou 2,5 az 3,5 mikrometrit) obalenych proteinovymi
membranami. Do mléka se tuk uvoliuje prostiednictvim apokrinni sekrece
Vv sekre¢nim epitel alveolii mlécné zlazy a jeho obsah v mléce je predevSim zavisly
na plemeni krav, dojivosti, krmeni, stadiu laktace a sezon¢. Plemena Jersey

a Guernsey maji nejvyssi obsahy tuku v mléce, plemena s kombinovanou uZzitkovosti

v v

Tuk je v kravském mléce pfitomny v globulich jako emulze O/V (olej
ve vod¢). Tukové kapky jsou tvoreny endoplazmatickym retikulem v epitelialnich
buiikdch alveolll a potazené povrchovym materidlem proteinii a polarnich lipida.
KdyZ jsou vylouceny, dojde k obaleni buiiky plazmatickou membranou. SloZky
pfipojené membrany mohou piedstavovat 2 aZ 6 % hmotnosti globule. Membrana
mléénych tukovych globuli je sloZena pievazné z polarnich lipidii, membranové
vazanych a ptidruzenych proteini (Argov et al., 2008). Lipidova frakce zahrnujici
ptiblizné 30 % membranového materialu zahrnuje fosfolipidy (25 %), cerebrosidy
(3 %) acholesterol (2 %). Zbyvajicich 70 % membranového materialu jsou
bilkoviny, znichZz mnohé jsou enzymy. Velikost mléénych tukovych globuli
se zvétSuje se zvySujicim se obsahem tuku v mléce. Pocet mlénych tukovych
globuli je ptiblizné 10*%/ml. Velikost mléénych tukovych globuli mé rozhodujici vliv

na stabilitu a technologické vlastnosti mléka. Mlécné tukové globule jsou odolné
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vi€i pankreatické lipolyze v tenkém stfevé, pokud nejsou nejprve vystaveny

zaludecni lipolyze (Mansson, 2008).

Biosyntéza kravského mlécného tuku je komplexni proces, ktery je regulovan
siti gend kodujicich soubor regulatort transkripce a nuklearnich faktora (Olsen et al.,
2017). Vétsina mlécného tuku je tvofena v mlééné zlaze z nizkomolekularnich
mastnych kyselin, které jsou produktem bachorového zkvasovani cukernatych slozek

(Dolezal et al., 2000).

V priméru mléko obsahuje asi 33 g celkového tuku/l. Triacylglyceroly, které
tvofi ptiblizné 98 % lipidové frakce, jsou sloZzeny z mastnych kyselin rizné délky (4-
24 atomu uhliku) — (Hein et al., 2017). Kazda molekula triacylglycerolu je sestavena
z kombinaci mastnych kyselin, které molekule davaji kapalnou formu pii télesné
teploté (Mansson, 2008). Asi 33 % trigylceridil je tvofeno nenasycenymi mastnymi
Kyselinami a 67 % nasycenymi. Mezi nejvice zastoupené kyseliny se fadi kyselina
olejova, palmitova, myristova a stearova (Dolezal et al., 2000). Dal§imi mléénymi
tuky jsou diacylglyceroly (okolo 2 % lipidové frakce), cholesterol (méné€ nez 0,5 %),
fosfolipidy (okolo 1 %) a volné mastné kyseliny (okolo 0,1 %). ZvySena hladina
volnych mastnych kyselin v mléce by mohla mit na svédomi neptiznivou chut’ mléka
a mlécnych vyrobkl. Kromé¢ toho mlécny tuk obsahuje stopové mnozstvi
uhlovodikti, vitaminti rozpustnych v tucich (A, D, E), aromatickych latek a dalSich
slozek ziskanych z krmiva (Pereira et al., 2014). Mléény tuk obsahuje piiblizné
400 riznych mastnych kyselin, které¢ z n¢j Cini nejkomplexnéjsi tuk ze vSech

piirodnich tukt (Hein et al., 2017).

Metody acidobutyrometricka (dle Gerbera) a extraéné-gravimetricka (dle
Rose-Gottlieba) jsou nejvice vyuZivany k ur¢eni obsahu mlééného tuku v praxi.
V Ceské republice se obsah tuku vyjadfuje v objemovych procentech g/100 ml
(g/1000 ml), jak je udava Gerberova metoda. Hmotnostni procenta g/100 g
(9/1000 g) jsou oznacenim ve svété podle extrakéni metody nebo modifikované

acidobutyrometrické metody (Dolezal et al., 2000).

Milékarensky primysl od roku 1980 piizplisobil mléko potiebé a zajmim
spotiebiteld. Hledani mén¢ kalorickych produkt znamenalo vytvofeni novych
strategii, které¢ by zajistily bohatou vyzivu, spravnou chut, texturu a viini s niz§im

obsahem tuku, a tim i niz§im energetickym obsahem (Pereira et al., 2014).
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1.3 Mastné kyseliny mlé¢ného tuku

Zakladni stavebni jednotkou tukti jsou mastné kyseliny (FA). FA jsou slozeny
z tetézce atomu uhliku, na néz jsou navazany atomy vodiku. Pokud jsou vSechna
vazebna mista na atomech uhliku obsazena, jednad se o nasycené = saturované FA.
Jedna se napt. o FA palmitovou: C 16:0 a FA stearovou: C 18:0. Nenasycené FA
vytvaieji dvojné vazby mezi atomy uhliku a podle poctu dvojnych vazeb se déli
na monoenové FA (jedna dvojna vazba) a polyenova (dve, tfi a vice dvojnych vazeb)
- (Mourek et al., 2007). Nasycené¢ FA tvoii 65-70 % celkového tuku, nenasycené
monoenové FA 27-33 % a nenasycené polyenové FA 3-5 % (Hein et al., 2017).

Tabulka 2 - Nazvoslovi hlavnich mastnych kyselin mlé¢ného tuku (Kala, 2014)

Pocet atomi  Poloha dvojnych Konfigurace

Mastna kyselina uhliku vazeb dvojnych vazeb Sl
Nasycené mastné Kyseliny

Maéselna 4 C4.0
Kapronova 6 C6:0
Kaprylova 8 C8:.0
Kaprinova 10 C10:0
Laurova 12 C12:0
Myristova 14 C14:.0
Palmitova 16 C16:0
Stearova 18 C18:0
Arachova 20 C20:0
Nenasycené monoenové kyseliny

Olejova | 18 |9 cis | C18:1n9¢c
Trans-monoenové kyseliny

Palmitelaidova 16 9 trans C16:1t
Petroselaidova 18 6 trans C18:1n6t
Elaidova 18 9 trans C18:1n9t
Vakcenova 18 11 trans C18:1n11t
Cetelaidova 22 11 trans C22:1n11t
Brassidova 22 13 trans C22:1n13t
Nenasycené polyenové Kkyseliny

Linolova 18 9,12 cis, cis C18:2n6¢
o-linolenova 18 9,12, 15 all-cis C18:3n3
Arachidonova 20 5,8, 11, 14 all-cis C20:4n6

Hlavni environmentalni faktory, o kterych je znamo, Ze ovliviuji sloZeni
mastnych kyselin v mléku, jsou vyziva, faze laktace a ro¢ni obdobi (Hein et al.,
2017). Vyziva mize ovlivnit koncentraci lipidii a sloZzeni mastnych kyselin v mléce,

ale rozsah, v jakém se mize tato zména vyskytnout, se 1i§i u druhd a mezi rliznymi
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stadii laktace tohoto druhu. Naptiklad u nepfezvykavct slozeni mastnych kyselin
v mléce odrazi slozeni mastnych kyselin v jejich vyzive. U prezvykavcl je vSak
vétSina  stravenych nenasycenych mastnych kyselin v  bachoru snizena
biohydrogenaci a do mléka je zavedeno mnoho novych mastnych kyselin
bakterialniho ptivodu, coz ztézuje kontrolu slozeni mastnych kyselin v mléce podle
zpasobu vyzivy. SoucCasné¢ mulze vyziva ovlivnit mikrobidlni populaci bachoru
a v disledku toho zménit sloZzeni mastnych kyselin v mléce. Dulezité je znat ptinos
de novo lipogeneze v mlééné zlaze k biosyntéze lipidd v mléku, aby se lépe

porozumélo uc€inklim vyZivy na slozeni mléénych mastnych kyselin (Nafikov, 2010).

Mastné kyseliny v mléce jsou odvozeny téméf stejnym zplusobem
ze dvou zdrojt, z krmiva a z mikrobialni aktivity v bachoru kravy (Ménsson, 2008).
Neprezvykavci vyuzivaji glukézu jako hlavni uhlikovy zdroj pro de novo lipogenezi
(Nafikov, 2010)., zatimco prezvykavci si syntetizuji triacylglyceroly v sekrecnich
buiikdch mlééné zlazy z glycerolu a mastnych kyselin. Mastné kyseliny pochazeji
z krevnich lipidi a nebo jsou syntetizovany de novo Vv sekre¢nich bunikach mlééné
zlazy. De novo syntéza vyuziva pro syntézu C4:0 — C14:0 a poloviny C16:0 kyselinu
octovou a kyselinu B-hydroxymaselnou. Pficemz kyselina octovd 1 maselna vznika
pii fermentaci krmnych slozek v bachoru. Kyselina maselna, ktera je
produkovana bakteriemi, je pfeménéna béhem vstiebavani epitelem bachoru
na kyselinu B-hydroxymaselnou. MIlény tuk obsahuje urcit€¢ mastné kyseliny
s lichym pocétem uhliki, jako je kyselina pentadekanova (15:0) a Kkyselina
heptadekanova (17:0). Tyto dvé mastné kyseliny jsou syntetizovany bakteridlni
florou v bachoru. Zbyvajici C16:0 a mastné kyseliny s dlouhym fetézcem pochazeji
Z krevnich lipidi a z lipolyzy triacylglyceroli v tukové tkani. Mastné kyseliny
se sttedn¢ dlouhym a dlouhym fetézcem a hlavné C18:0, mohou byt desaturovany

v mlé¢né Zlaze za vzniku odpovidajicich monoenovych FA (Olsen et al., 2017).

Mastné kyseliny s kratkym a stfednim fetézcem (C4:0 az C16:0 vcetng),
které jsou syntetizované de novo v mlééné zlaze, maji stfedni az vysokou dédivost.
Mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (tj. C16:0 a vyssi) jsou odvozeny z krevnich
lipidQ, které pochazeji pfevazné z vyzivy a endogennich lipidl, maji nizkou

az stfedni dédivost (Bouwman et al., 2011).

Vice nez polovina mléénych mastnych kyselin je nasycenych, coz predstavuje

ptiblizné 19 g/1 plnotuéného mléka (Haug et al., 2007). V ramci nasycenych FA jsou
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a stearova (12 %). Mastné kyseliny s kratkym fetézcem tvoii 11 % nasycenych FA,
pfevazné maselna (4,4 %) a kapronova (2,4 %). Ve frakci nenasycenych FA je
kyselina olejova ptitomna v koncentracich v rozmezi 24 az 35 %, zatimco polyenové
FA tvoii ptiblizné 2,3 % vsSech FA, pricemz linolova a a-linolenova ¢ini 1,6 %
a 0,7 %. Mléko obsahuje také trans mastné kyseliny, jako je kyselina vakcenova

(2,7 %) a konjugovana kyselina linolova (0,34 % -1,37 %) — (Pereira et al., 2014).

Tabulka 3 - Slozeni FA vyjadiené jako procento hmotnosti ze vSech FA ve
Svédském kravském mléce v roce 2001 (Mansson, 2008)

Procentualni 5 ) Nejvyssi
Mastné kyseliny vyjadfeni Smeérodatnd pozorovana  pozorovana

hmotnosti ze ~ 09cYIka (SD) o i hodnota

vSech FA
Maselna 4:0 44 0,1 4,0 51
Kapronova 6:0 2,4 0,1 2,1 2,9
Kaprylova 8:0 1,4 0,1 1,2 19
Kaprinova 10:0 2,7 0,2 2,4 3,5
Laurova 12:0 3,3 0,2 3,0 4,1
Myristova 14:0 10,9 0,5 10,0 12,1
Pentadekanova 15:0 0,9 0,0 0,8 11
Palmitova 16:0 30,6 0,9 28,7 34,1
Heptadekanova 17:0 0,4 0,0 0,4 0,5
Stearova 18:0 12,2 0,4 10,3 13,3
Arachova 20:0 0,2 0,0 0,2 0,2
Nasycené FA celkem 69,4 1,7 67,1 74,4
Myristolejova 14:1 0,8 0,4 0,4 1,3
Palmitolejova 16:1 1,0 0,0 0,9 1,8
Olejova 18:1 22,8 1,0 19,7 24,7
Mononenasycené FA cis, 25,0 1,0 22,2 26,7
Linolova 18:2 1,6 0,1 14 1,8
o.-linolenova 18:3 0,7 0,0 0,6 0,9
Polynenasycené FA cis, 2,3 0,1 2,0 2,5
Vakcenova 18:1t 2,1 0,7 2,0 3,3
Trans FA celkem 2,7 0,7 0,6 3,9
Konjugovana linolova 0,4 0,1 0,3 0,5
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Termin konjugovana kyselina linolova (CLA) se bézné vztahuje ke skupiné
oktadekadienovych izomerti odvozenych z kyseliny linolové, které jsou vysledkem
biohydrogenac¢nich reakci provadénych gastrointestindlnimi mikroby pfezvykavci.
Tato skupina mastnych kyselin si zasluhuje dal§i pozornost kviili svym pifinosim pro
zdravi v kardiovaskularnim a imunitnim systému, stejné jako v protirakovinovych
vlastnostech a hypolipidemickych Gc€incich (Benjamin et al., 2009). V ramci nékolika
zahrnutych sloucenin jsou povazovany za nejaktivnéj$i izomery cis-9, trans-11
a trans-10, cis-12. Mnozstvi CLA v mléce muze byt pomérné variabilni, hlavné diky
ro¢nimu obdobi nebo rizné vyzivé zvitat. Mlééné vyrobky obsahuji cca 70 %
doporucené denni davky CLA (Pereira et al, 2014). Obsah nasycenych FA je

davce. Obsah nenasycenych FA je naopak nejvyssi v letnim obdobi (Mansson,

2008).

1.3.1 Vyznam nasycenych mastnych Kyselin pro zdravi

Clovéka

Mastné kyseliny maji vyznamny vliv na lidské zdravi, a to zejména
ve vyspélych zemich, kde se klade diraz na jednotlivé slozky piijmu potravy (Morris
et al., 2007). Nadmérna spotfeba nasycenych tuki byla difive spojena se zvySenym
rizikem kardiovaskularnich onemocnéni (Mozaffarian et al., 2010). Nejcastéji
uvadény dbvod, kvili kterému nasyceny tuk ovliviiuje riziko vzniku srde¢nich
onemocnéni, je zvySeni hladiny lipidi v krvi, zejména celkového cholesterolu (TC)
a nizkodenzitniho lipoproteinu (LDL) — (Siri-Tarino et al., 2010). Nicméné tii hlavni
nasycené mastné kyseliny pfitomné v lipidové frakci mléka - palmitové, myristové
a laurové - maji zcela odliSné metabolické G€inky v krevnich lipidech, které mohou
mit komplexni u€inky na kardiovaskularni onemocnéni. Bylo prokédzano, Ze kyselina
palmitovd zvySuje LDL; myristova zvySuje TC; a zvySovani vysokodenzitniho

v

lipoproteinu (HDL) bylo pfic¢itano kyselin¢ laurové (Ohlsson et al., 2010).

Jsou znamé konkrétni zdravotni uc€inky jednotlivych mastnych kyselin.
Kyselina maselna (4:0) je dobfe zndmym modulatorem funkce gent a také mtize hrat

roli pfi prevenci rakoviny. Kyseliny kaprylova a kaprinova (8:0 a 10:0) mohou mit
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antivirové ucinky a kyselina kaprylova je schopna zpomalovat rist nadoru. Kyselina
laurova (12:0) je nositelem antivirové a antibakterialni funkce a ptisobi jako ¢inidlo
proti kazu a plaku zubt. Helicobacter pylori mize byt zni¢en kyselinou laurovou.
Uvadi se, ze kyseliny kaprinova a laurova jsou inhibitory cyklooxygenazy (COX-I
a COX-II), tim zmiriuji rozvoj zanétu. Kyselina stearova (18:0) nezvySuje

koncentraci cholesterolu v séru a neni aterogenni (Haug et al., 2007).

Zvyseni HDL cholesterolu zptsobené nasycenymi mastnymi kyselinami —
laurovou, myristovou a palmitovou ma ptiznivy uc¢inek, protoze se zvysuje transport
cholesterolu. HDL mitize také pusobit jako antioxidant, zabranuje oxidaci LDL ¢astic

v krvi a chrani pfed infekcemi a toxiny mikrobti (German a Dillard, 2004).

Obecné vysoka koncentrace nasycenych mastnych kyselin v lidské stravé
vede ke zvyseni koncentraci cholesterolu v plazmé a v disledku toho zvySuje riziko
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (CVD), které je pii¢inou smrti po celém
svété. ZlepSeni zdravotni nezavadnosti mléka prostfednictvim vybéru sloZeni
mastnych kyselin se stdva jednim z primarnich opatteni, které by mohlo snizit vyskyt
CVD mezi lidmi (Nafikov, 2010). Neékolik studii ukazalo, ze mlééné vyrobky
S nizkym obsahem tuku piisobi pfiznivé na zmény cholesterolu v séru (Marckmann
et al., 1994). Bylo prokéazano, ze 34 g mlé¢né¢ho tuku denné nepiedstavuje negativni

dopad na pravdépodobnost vzniku infarktu myokardu (Haug et al., 2007).

1.3.2 Vyznam nenasycenych mastnych kyselin pro zdravi

Clovéka

Traveni mlé¢ného tuku, z 98 % ve formé triacylglyceridli (TAG), uvoliuje
bioaktivni mastné kyseliny, které jsou absorbovany tenkym stfevem a poskytuji
spoustu benefitii pro zdravi. Polynenasycené mastné kyseliny s délkou fetézce
18 uhlikti, které tvoii pfiblizné¢ 2,3 % FA v mléce, byly spojeny se zlepSenim
duSevniho zdravi, sniZzovanim zanétd, inhibici n€kterych nadorli a prevenci mnoha
chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskuldrni nemoci, diabetes a obezita.
Hlavnimi "zdravymi" FA jsou omega-3 FA a konjugované kyseliny linolové (CLA).
Primarni omega-3 FA v mléce je kyselina a-linolenova (cis-9, cis-12, cis-15 18: 3).

CLA jsou izomery kyseliny linolové (cis-9, cis-12 18: 2) s kyselinou rumenovou
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(cis-9, trans-11 18: 2), jednou z nejaktivngjsich latek CLA zahrnujici 92 % CLA
v mléce (Tunick a Hekken, 2017).

Kyselina olejova (18: 1) je jedind nenasycend mastnd kyselina s nejvyssi
koncentraci v mléku, ktera predstavuje piiblizn€ 8 g / 1 plnotuéného mléka. Mléko
a mlé¢né vyrobky tak v mnoha zemich ptispivaji k ptijmu kyseliny olejové ve strave.
V Norsku pfiblizné ¢tvrtina primérného piijmu kyseliny olejové pochdzi z mléka
a mlécnych vyrobkii. Kyselina olejova je povazovana za pfiznivou pro zdravi,
protoze strava s vysokym mnozstvim mononenasycenych mastnych kyselin snizuje
koncentraci cholesterolu v plazmé¢, LDL-cholesterolu a triacylglycerolu (Haug et al.,
2007).

Kyselina olejova je stabilngjsi vici oxidaci nez omega-3 (kyselina ao-
linolenova) a omega-6 (kyselina linolova) a muze Caste¢né nahradit tyto mastné
kyseliny jak v triacylglycerolech, tak v membranovych lipidech. Vysoky pomér
mezi kyselinou olejovou a polynenasycenymi mastnymi kyselinami mize chranit
lipidy, naptiklad LDL, vii¢i napadeni oxida¢nimi stresory, jako je cigaretovy kouf,
ozon adalsimi oxidanty. Studie ukazaly, ze strava bohata na mononenasycené
I polynenasycené mastné Kkyseliny poskytuje lepSi ochranu proti ateromatdze
a kardiovaskularnim onemocnéni nez strava bohata pouze na polynenasycené mastné

kyseliny (Nicolosi et al., 2004).

V mléce je pomér mezi mastnymi kyselinami omega-6 a omega-3 nizky
a tudiz ptiznivy. Pomér je ovlivnén slozenim krmné davky a pii vhodném sestaveni
krmné smési mize byt nizs$i nez 2:1. Pfi spradvném rezimu krmeni miize byt mléko
a maso z prezvykavcl hlavnim zdrojem omega-3 mastnych kyselin v lidské strave,
jako je tomu ve Francii. Pfizniva strava by méla byt bohatd na kyselinu olejovou
apomér mezi omega-6 a omega-3 mastnymi kyselinami by mél byt 1-2:1
(Thorsdottir et al., 2004).

Kravské mléko, mlé¢né vyrobky a hovézi maso jsou hlavnimi zdroji izomeru
konjugované kyseliny linolové (cis9, trans11-C18:2; CLA). Obsah izomeru
cis9, 11trans-CLA se znaéné lisi, ale mlize predstavovat okolo 0,6 % tukové frakce.
Pozitivni Gi¢inek na zdravi byl u CLA prokazan. Izomer cis9, 11trans-CLA reguluje
koncentraci plazmatickych lipidd u lidi i zvifat, mlZe také zlepsit stav plazmatického

cholesterolu (Bell et al., 2006). M1écné potraviny s vysokym obsahem tuku a CLA
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mohou snizit riziko rakoviny tlustého stieva. Efekt kyseliny linolové v metabolismu
a jeji antiprolifera¢ni G¢inek ¢ini kyselinu zajimavou a jako mozné terapeutické
¢inidlo v nutricni 1é€bé rakoviny. Mechanisml, kterymi CLA mutze ovlivnit
metabolismus, je mnoho. Piedpoklada se, ze CLA soupefi s Kyselinou arachidonovou
Vv cyklooxygenazové reakci, coz vede ke snizeni koncentrace prostaglandint
a tromboxantl 2. série. CLA miZze potlacit genovou expresi cyklooxygenazy a snizit

uvolnovani prozanétlivych cytokinti, jako jsou TNFalfa a interleukiny u zvitrat
(Akahoshi et al., 2004).
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1.4 Genom skotu

Genom predstavuje souhrnné genetické zalozeni organismu (Beran, 2010).
Informace o velikosti a slozeni genomu skotu poskytuje fada databazi. Databaze
genomu skotu (BGD - Bovine Genome Database) se pouziva k feSeni zakladnich
otazek v biologii a vyvoji prezvykavcd, a také k identifikaci genti spojenych
s komplexnimi znaky, které se tykaji produkce masa a mléka, a zdravi zvitat. Cilem
BGD je podpora vyzkumu genomiky skotu tim, ze poskytuje anotace genomu

a nastroje pro ziskavani dat. (Elsik et. al., 2016).

Zimin et al. (2009) sestavili genom Bos taurus, ktery obsahoval
2857 605192 bp, zcehoz 2612820649 bp bylo umisténo na jednom z 30
chromozomi. Obrazek ¢. 2 zobrazuje mnozstvi sekvenci umisténé v kazdém z 29

autozomu a chromozomu X.
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Obrazek 2 - Mnozstvi sekvenci (bp) v kazdém chromozomu (Zimin et al., 2009)
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1.4.1 Genetické variabilita

Fenotypova variabilita mize byt odrazem genetické variability. Technika
gelové elektroforézy slouzi ke studiu genetické variability u vSech druhd organizmii.
Pomoci techniky gelové elektroforézy lze nalézt rozdily v aminokyselinovém slozeni
proteinti. Technikou gelové elektroforézy dojde k separaci makromolekuly
na zaklad¢ jejich velikosti a ndboje. V gelu se pohybuji mensi, vice nabité molekuly
rychleji nez vétSi, méné nabité molekuly. Proteiny liSici se velikosti a ndbojem
se od sebe v gelu oddeluji. Gelova elektroforéza proteini tedy umoznuje detekovat
variabilitu na Urovni genovych produktl. Proteiny vykazujici elektroforetickou
variabilitu se nazyvaji polymorfni, jestlize alesponn dvé z téchto variant maji
V populaci vyssi cetnost nez 1 %. Technika gelové elektroforézy se zamétuje
na genové produkty, nikoli na geny jako takové. Nekodujici slozky genti (promotory,
introny, zesilovace) nelze timto postupem analyzovat. Metoda nevypovida nic

0 variabilité v negenovych ¢astech genomu, které u eukaryot tvoii vétSinu DNA.

K analyze variability ve funkéné odlisnych oblastech DNA (v exonech
a intronech) lze pouzit rizné metody, napi. srovnani sekvenci, srovnani
polymorfismu mikrosatelitnich lokust, genotypizaci SNP na cipech atd. Slozité
pocitacové programy analyzuji data a identifikuji variabilitu mezi jedinci (Snustad
a Simmons, 2009).

1.4.2 Genetické markery

Ekonomicky nejdiilezitéjsi znaky u mlééného skotu jsou znaky kvantitativni.
Tvoii souvislé spektrum hodnot a maji komplexni povahu, nebot’ jsou zavislé
na genotypu stejn¢ jako na vlivu prostfedi. Pfedpoklada se, Ze tyto znaky jsou fizeny
vice geny nebo lokusy kvantitativnich znakli (QTL) rozptylenymi v genomu.
Jednotlivei, ktefi jsou charakterizovani zvySenou produktivitou, maji tendenci
vyskytu vyssiho poctu preferovanych alel QTL neZ primérnd populace. Vybérem
parti jedincli se zvySenou produktivitou lze ofekéavat vySsi Cetnost piislusnych alel

U potomkti a tim i vyss8i produktivita ve srovnani s rodi¢i (Yudin et al., 2015).
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Nicméné proces vybéru skotu zaloZzeny na fenotypu ma obecné nizkou
vyslednou ucinnost chovu. Soucasné pokroky spole¢né s Sirokym vyuzitim
molekularni genetiky umoznuji identifikovat geny zodpovédné za ekonomicky
uzitené znaky a pouzivat je jako selekéni markery (MAS, Marker Assisted
Selection) ve Slechténi hospodaiskych zvirat (Smaragdov, 2009). Hodnoceni
zivocisnych genetickych marker spojenych s kvantitativnimi charakteristikami je
zvlasté dilezité pro znaky, které se projevuji u dospélych jedincti nebo pouze u zvirat

urc¢itého pohlavi (produktivita, plodnost). (Yudin et al., 2015).

Identifikace genetickych markeri pro produkéni znaky mléka a masa je
hlavnim cilem studii lokust kvantitativnich znakd (QTL). Vyzkumy se obvykle
provadeji k oznaceni kandidatnich genli umisténych uvniti nebo velmi blizko QTL
popsanym v genomu. Dal§im krokem je ukézat rozdily v sekvenci DNA, které
mohou byt popsany jako nukleotidy kvantitativnich znakti (QTN). Fenotypové
ucinky jsou vysledkem vyskytu QTN (Ciecierska et al., 2013).

1.4.3 Genomicka selekce

Genomicka selekce je ve skuteCnosti formou MAS, kterd vyuziva informace
0 genetické diverzité celého genomu. Za timto ucelem se provadi individudlni
genotypizace pro desitky tisic polymorfnich genetickych markert pokryvajicich
vSechny chromozomy. Pfi hodnoceni dojného skotu se prvni faze genomickeé
hodnoceni plemenikti skladd z konstrukce referenéni populace, kterd se pouziva

pro nasledné analyzy vztahi mezi genotypy a fenotypy (Smaragdov, 2013).

Obvykle se jednd o skupinu genotypovanych byku, jejiz potomstvo bylo
testovano. Nasledné je definovan statisticky vztah mezi vysledky genotypizace
a pronikanim specifického znaku u potomki. Po dokonceni genomické testace je

mozné udaje pouzit k chovu mladych bykd, které jsou zalozeny pouze na vysledcich

genotypizace. (Yudin et al., 2015).

1.4.4 Celogenomova asocia¢ni studie GWAS

Genomové asociacni studie maji vy$si schopnost detekovat QTL a poskytuji

presnéjsi odhady umisténi QTL ve srovnani se studii vazeb. Neddvny vyvoj v oblasti
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molekularni genetiky umoznil provést asociacni studie genomu, pii pouziti tisice

SNP markert pro detekci QTL (Bouwma et al., 2011).

Komplexni nebo kvantitativni znaky jsou dilezité v mediciné, zeméd¢lstvi a
vyvoji, avsak donedavna bylo zndmo jen malo polymorfizmii, které zptsobuji zménu
téchto znakli. Komplexni znaky jsou fizeny mnoha genetickymi a environmentalnimi
faktory. Genomové asocia¢ni studie (GWAS), zalozené na schopnosti testovat tisice
jednonukleotidovych polymorfismti (SNPs), pfinesly revoluci v nasem chéapani

genetiky komplexnich znakt (Wood et al., 2014).

Data z GWAS mohou byt pouzity pro tii ucely:

. piredpovéd budoucich fenotypt,
o mapovani kauzalnich polymorfismt v oblasti genomu a jejich identifikace
. ziskani ptehledu 0 genetice komplexnich znaki

GWAS dokaze odkryt, kolik polymorfizmi ovladd znak, jaké jsou
jejich u¢inky a frekvence alel, vazebnou nerovnovahu (LD) mezi nimi a jak
se vyvijeji (Goddard et al., 2016).

1.5 Vliv genetickych faktori na mastné kyseliny

mlécného tuku

SloZeni mlé¢ného tuku je vysoce ovliviiovano faktory Zivotniho prostredi,
ale i geneticky. Byla zjisténa podstatna geneticka variace spojena s kompozici
mlééného tuku, pficemz odhadovand heritabilita jednotlivych FA byla nizka
az stiedni (obvykle v rozmezi od 0,05 do 0,40). Tato fakta zvySuji moZnost zlepSeni

nutri¢nich vlastnosti mlééného tuku $lechténim (Bastin et al., 2013).

Identifikace genomovych oblasti a jednotlivych gent, které jsou zodpovédné
za genetickou variaci ve slozeni mlé¢ného tuku, zlepsi porozuméni biologickych cest
podilejicich se na syntéze mastnych kyselin, a mize poukézat na moznost zmény
slozeni mlé¢ného tuku prostfednictvim selektivniho chovu (Bouwman et al., 2011),

ktery umozni vybér zvifat produkujicich mléko s lepSim sloZzenim mastnych kyselin
(Nafikov, 2010).
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Dulezitymi kroky k identifikaci polymorfismti v genech, které¢ se podileji

na biosyntéze lipidi v mléce, je zkoumani:

o gent podilejicich se na biosyntéze mlé¢ného triacylgycerolu (TAG)
. absorpce mastnych kyselin do mlé¢né zlazy

o transportu mastnych kyselin uvnitt mléénych epitelialnich bunék

o transkripéni regulace nékterych lipogennich genti (Nafikov, 2010).

K objeveni SNP v genech, které jsou pfedmétem zajmu, se pouziva
sekvenovani DNA. Po genotypizacizvitat jsou haplotypy rekonstruovany a testovany

na souvislost s kompozici mastnych kyselin v mléku (Nafikov, 2010).

1.5.1 Vybrané kandidatni geny ovliviiujici mastné kyseliny

mlééného tuku

Kritérii pro vybér kandidatnich genti jsou:

1. znalost funkce genu

2. uloha genu ve vyvoji dané vlastnosti

3. znalosti o vlivu genu na fenotyp u jinych druha

4. exprese genu Vv dané tkani a to i béhem vyvoje

5. gen se nachazi v blizkosti QTL pro danou vlastnost

Ekonomicky dulezité vlastnosti mlé¢ného skotu jsou obvykle fizeny velkym

poctem genli. Polymorfismus nukleotidovych sekvenci téchto genti ma za nasledek
variabilni expresi komplexnich kvantitativnich znakli na fenotypové urovni (Yudin

et al., 2015).

ZlepSeni komplexnich kvantitativnich znakli ekonomického vyznamu
piivybéru mléného skotu zavisi na identifikaci genil, které tyto vlastnosti fidi
a na polymorfnich variantich DNA v téchto genech, které ovliviiuji fenotypovy
projev znakl. Bylo popsano vice nez 11 543 QTL, coZ piedstavuje vice nez 481

znakli u mlééného skotu (Hu et al., 2013).

V pribéhu let byly provadény rozsdhlé studie zaméfené na nalezeni
kandidéatnich geni lokalizovanych v blizkosti QTL pro ekonomicky dulezité znaky.
Jakmile se spolehlivé stanovi vztahy mezi polymorfismy DNA a ekonomicky

vyznamnym znakem, miiZze byt polymorfismus zahrnut do Slechtitelskych programa.
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Pouziti ovéfenych markeri mize tak podstatné zvysit uc¢innost vybéru (Yudin et al.,

2015).

Koédujici  oblasti  genu (exony) obsahuji  genetickou informaci,
ktera se pouzivda pro transkripci mRNA a jeji translaci do odpovidajiciho
proteinového produktu, ktery pfimo nebo nepifimo ovliviiuje fenotypové rysy.
Substituce nukleotid v exonech je zakladem genetické diverzity a molekularni
evoluce. Exony mohou pozitivné nebo negativné ovlivnit strukturu proteini
a/nebo troven exprese proteinu a tim ovlivnit fenotypovou vlastnost. Vzhledem
K tomu, Ze hlavnim ucelem selekce skotu je dosazeni vynikajicich ukazateld
produkénich znakd, je Zadouci, aby polymorfni varianty DNA mély pozitivni vliv
na vysledny znak. Jedinci nesouci polymorfni varianty DNA s pozitivnim uc¢inkem
na pozadovany znak jsou proto uchovany v zakladu populace plemene, zatimco
hospodafska zvifata nesouci variace s nepfiznivymi U¢inky jsou systematicky

z populace vylou¢ena (Yudin et al., 2015).

Bouwman et al. (2011) provedli genomovou asocia¢ni analyzu s pouzitim
50 000 SNP markert pro identifikaci QTL pro jednotlivé mastné kyseliny
v kravském mléce, ktera odhalila celkem 54 oblasti na 29 chromozomech, které byly
vyznamn¢ spojeny s jednou nebo vice mastnymi kyselinami. Bos Taurus autozomy
(BTA) 14, 19 a 26 vykazovaly velmi vyznamné asociace se sedmi az deseti znaky,
coz ukazuje relativné velké procento celkové genetické variability. Mnoho dalSich
oblasti bylo vyznamné spojeno s mastnymi kyselinami. N¢které z téchto oblasti
obsahuji geny, o kterych je znamo, Ze se podileji na syntéze tuki, nebo byly diive
identifikovany jako zdkladni QTL pro obsah tuku nebo produkei, jako jsou ABCG2
a PPARGC1A na BTA 6; ACSS2 na BTA 13; DGAT1 na BTA 14; ACLY, SREBF1,
STAT5A, GH a FASN na BTA 19; SCD1 na BTA 26; a AGPAT6 na BTA 27.

Li et al. (2016) potvrzuji zejména souvislost FASN a PPARGC1A
s nasycenymi mastnymi kyselinami se stfednim fetézcem a nenasycenymi mastnymi
kyselinami s dlouhym fetézcem. Jejich zjisténi, tykajici se genti a polymorfizmi
odpové€dnych za zménu sloZzeni mastnych kyselin v mléce, poskytuje uzite¢né
informace, které lze kombinovat s programy chovu pro pfizptisobeni obsahu
mastnych kyselin kravského mléka. Po sekvenovani pomoci PCR identifikovaly
celkem devét SNP pro gen FASN. Z toho se 3 nachédzely v oblasti introni a 6

v exonech.
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1.5.2 Gen FASN

Vyznamny QTL byl identifikovan u skotu na chromozomu 19 (BTA19)
obsahujici gen syntazy mastnych kyselin (FASN). Kvuli této skute¢nosti a vzhledem
k funkci syntazy mastnych kyselin je FASN gen povazovan za potencidlni kandidatni

gen pro nékteré vlastnosti kvality mlécné produkce (Morris et al., 2006).

Gen pro syntdzu mastnych kyselin (FASN) byl oznaceny jako gen ovlivitujici
vlastnosti mléka u skotu, pfedev§im produkci mlé¢ného tuku a slozeni mastnych
kyselin. Syntdza mastnych kyselin kodovand timto genem je zapojena do
metabolismu tuki, proto se pfedpoklada, ze variabilita genu FASN by mohla ovlivnit
tyto vlastnosti (Ciecierska et al., 2013).

Syntdza mastnych kyselin (FAS) je povaZovana za multifunkéni proteinovy
enzym, ktery katalyzuje hlavné¢ de novo syntézu nasycenych mastnych kyselin
a regulaci metabolismu lipidd. Produkty FASN genu ptisobi jako substraty k produkci
mastnych kyselin s dlouhym fetézcem, které jsou potfebné pro rtizné biologicky
dalezité ¢innosti véetné bunéného déleni (Niranjan et al., 2016). FAS se ucastni
lipogeneze u dospélych jedinct a hraje velmi dilezitou roli béhem embryonalniho
vyvoje. V ramci zminéného chromozomu bylo popsdno nékolik QTL spojenych
s obsahem tuku v mléce. Studie o struktuie genu FASN ukazaly vyskyt n¢kolika SNP

spojenych s obsahem tuku a mastnych kyselin v mléce (Ciecierska et al., 2013).
Dle Liu et al. 2010 tvoii FAS (polypeptidovy komplex) dimerizujici
podjednotky. Sklada se ze 7 katalytickych domén:
. malonyl/acetyltransferaza (MAT)
. B-ketoacylsyntaza (KS)
. dehydrogenaza (DH)
. enoylreduktaza (ER)
. B-ketoacylreduktaza (KR)
. acyl carrier protein (ACP)

. thioesteraza (TE)
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Obrazek 3 - Schematické zndzornéni struktury FAS, ktery ma dimerni formu
ve tvaru “X* s kazdym monomerem ve stocené struktufe, aby byly umoZznény
interakce uvniti a mezi podjednotkami; malonyl/acetyltransferaza = MAT, B-
ketoacylsyntdza = KS, dehydrogenaza = DH, enoylreduktdza = ER, -
ketoacylreduktaza = KR, acyl carrier protein = ACP, thioesterdza = TE
(Liu et al. 2010):

INITIATION ELONGATION TERMINATION
I\ || ||
[ \( \( )
Malonyl-ACP MATCOz*COA =%[EE
' VAT (O] OB
Acetyl-CoA NADPH  NADP+H,0 Palmitate

Malonyl-CoA CO,+CoA

Obrazek 4 - Syntéza FA katalyzovana pomoci FAS — sklada se ze tii krokt
probihajici v cytosolu: 1) Iniciace; 2) Elongace; 3) Terminace; pii pouziti
jednotlivych domén FAS. K syntéze jedné molekuly palmitatu (16:0) je nutna jedna
molekula acetyl-CoA, sedm malonyl-CoA, sedm ATP a ¢trnact NADPH molekul
(Liu et al. 2010).

Thioesterasova (TE) doména FAS hraje kli¢ovou roli v de novo biosyntéze
regulovanim délky produktu prostiednictvim ukon€eni syntézy mastnych kyselin.
Strukturalné se FAS TE doména sklada ze dvou subdomén, A a B s proménnymi
délkami. Jako funkén€ dalezité misto pro produkci mastnych kyselin s dlouhym
fetézcem rtznych velikosti pfedstavuje rozhrani subdomén vysoce substratové
selektivni vazebné misto pro palmitoyl acylovy substrat, ktery spolecné s doménou
ACP v opa¢ném sméru 3'-5', pomaha pii ukonéeni fetézce (Chakravarty et al., 2004).

je stabilita mRNA. DalSim mechanismem u skotu pro regulaci exprese FASN je
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alternativni sestiih. U skotu je druhy transkript vytvafen alternativnim sestfihem v
exonech 8-10 FASN genu, coz vede k pred¢asnému ukonceni polypeptidového

fetézce (Niranjan et al., 2016).

Dva SNP, 763G>C a 16009A>G, které jsou ve vazebné nerovnovaze, byly
identifikovany v exonech 1 a 34 FASN genu u skotu. Obsah mlé¢ného tuku u krav
s homozygotnimi genotypy 763CC nebo 16009GG je vyznamné vyssi nez U krav s
jinymi genotypy (Roy et al., 2006). SNP g. 14726C>A v exonu 32, ktery vede
Kk substituci aminokyselin Leu>Ile je spojen s hladinou polynenasycenych mastnych

kyselin v mléce (Marchitelli et al., 2013).

U skotu je tuloha FAS ekonomicky dulezita, protoze reguluje obsah
nasycenych mastnych kyselin v mléce a mase. Vzhledem k tomu, ze slozeni mléka
amasa ma piimy dopad na kvalitu vyrobku, stejné jako na lidské zdravi, bylo
provedeno nékolik studii s cilem objasnit ulohu FAS ve slozeni mlécného tuku
amasa u skotu. Bylo zji§téno, Ze pozménéné funkéni domény FAS jsou spojeny
S kvalitou hovéziho masa a slozenim mlééného tuku u skotu. Zjistilo se také,
ze genetické varianty domény TH jsou spojeny s hladinou nasycenych mastnych
kyselin a mononenasycenych mastnych kyselin u hovéziho masa (Niranjan et al.,

2016).
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Nasledujici pasdz Material a metodika 0 rozsahu 5 stran je vypusSténa
z diivodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulte JU.
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Nésledujici pasdz Vysledky a diskuze 0 rozsahu 12 stran je vypusténa
z diivodu budouci publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze

v archivovaném originale diplomové prace ulozeném na Zeméd¢elské fakulté JU.
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Nésledujici pasaz Zavér o rozsahu 1 strany je vypusténa z diivodu budouci
publikace téchto dat v odborné literatufe a je obsazena pouze v archivovaném

originale diplomové prace ulozeném na Zemédélské fakulte JU.
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2 Seznam zkratek

BGD - bovine genome database

BTA - bos taurus autosome

CLA - conjugated linoleic acid

CVD - cardiovascular disease

CSU - &esky statisticky urad

FA - fatty acid

FAS - fatty acid synthase

FASN - fatty acid synthase coding gene
GWAS - genome-wide association study
HDL - high-density lipoprotein

LD - linkage disequilibrium

LDL - low-density lipoprotein

MAS - marker assisted selection
MUFA — monounsaturated fatty acid
PCR - polymerase chain reaction
PUFA — polyunsaturated fatty acid
QTL - quantitative trait locus

QTN - quantitative trait nucleotide
RFLP - restriction fragment length polymorphism
SFA - saturated fatty acid

SNP - single-nucleotide polymorphism
UFA - unsaturated fatty acid
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