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Mapovani QTL

* Celogenomova analyza

* Neni potfebna znalost funkce

 Testovani velkeho po¢tu markru

 Stanovit vysoke prahy statisticke
vyznamnosti

 Neidentifikuje primo kandidatni

nebo pricinny gen



Kandidatni geny

Vyhody:

* Neni potieba testovat priliS mnoho
markru (testuje se jeden gen)
* [dentifikace pri¢inné alely umoznuje

piim¢ a jednoduche vyuziti v selekci



Kandidatni geny
Nevyhody:

* Vyzaduje dobrou znalost biologie

* Mnoho genu je neznamych

e Asociace mezi urCitou alelou a
uzitkovym znakem nedokazuje

pri¢inny vztah
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INEULIN BIGHALING PATHWAY
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Priklady kandidatnich genu u prasete

Gen

ESR1
PIT1
MYOG
MYOD1
MYF5
MYF6
LEP
LEPR
FABP3

A-FABP

GH1
SPP1

Nazev

Estrogenovy receptor 1
Hypofyzarni transkripéni faktor
Myogenni transkripcni faktor
Myogenni transkripcni faktor
Myogenni transkrip¢ni faktor
Myogenni transkrip¢ni faktor
Leptin

Receptor pro leptin

Protein vazajici mastné kyseliny,
srdecni forma
Adipocytarni protein vazajici
mastne kyseliny

Ristovy hormon

Osteopontin

Asociace

Reprodukce

Rust a reprodukce
Myogenesa; produkce masa
Myogenesa; produkce masa
Myogenesa; produkce masa
Myogenesa; produkce masa
Zravost, obezita, reprodukce
Reprodukce

Intramuskularni tuk

Intramuskularni tuk

Rust a masna uzitkovost

Reprodukce



Kandidatni geny asociované se znaky reprodukce u prasat

Candidate genes with association to reproductive traits in pigs

No. of
Gene SSC Polymorphism Breed/crossbreeding® genotyped Traith References
pigs
ESR 1 Intron®© (M < SL);: LW 161 and 10799 TNB. NBA Rothschild et al. (1¢
No information LW 4262 INB. NBA. Teat number Short et al. (1997)
No information CB 262 I'NB. NBA Chen et al. (2000)
Intron (M =< LLW) 275 TNB. NBA Van Rens et al. (20t
No information LW 74 and 1244 TNB, NBA Matousek et al. (20
MNo inforrmation LW 1030 THNB.,. NB.A Goliasowva and Waol
MNo inforrnmation L WA 226 TNEB, NE.A Horogh et al. (2005
Exon 8 Lr: SL. 144 ™NBA Depuydt et al. { 199
PRIL R 1a ™Mo information LW 400 ™NEB.A Wincent et al. { 1998
™No information s I 261 and 416 TINB, NEBEA W incent et al. {1998
™No information SL. 273 ™NB A Drogemuller et al.
™No information CMA = WA ) TT Acpge of pubeerty . TINB, NEB.A Woan Rens and “Yan
Exomn®© (M o= LR 55 Owvulation rate, Uterine length wWan Rens et al. ( 200
FSHb 2 Intron (YS = ELD) 289 TINB, NEBRA Liect al. ( 1998)
Promotor LP; IDP: L.r ™No inforrmation Litter size MDwu et al. (2002)
RBP4 1<% Intromn SL. 1300 TNEB, NB.A Rothschild et al. (2«
GMNRHR .3 ITUTR (B > WA 200 Owvulation rate Jiang et al. (2001
LEP 18 Exon 37 S 19 =1 litter TINEBE. NB.A Korwin-Kossakows
Exon 3 s Lr &2 and 170 Litter size. 1—4 parity Chen et al. (2004b)y
Intron 1 D 246 1 litter Chen et al. (Z2004b)
LEPR o Intron 2, Exon 2. Exon 18 s, Do G2 and 246 Litter size. 1—4 parity Chen et al. (2004a)
P = Intromn SL. S19 =1 litter, TINB. NB.A Korwin-Kossakows
BF 7 Intron 1 (LW = L) = Lo 123 TNB.,. WBA. 2—4 parity Buske et al. (2005)
FUTI1 “ Exon 2 rFBPr 104 THNE., WBA. 16 parity Horak et al. (2005
EPOR > Intromn <4 (Y's = Lr = CW = LW) 402 Uterine capacity wWallet et al. (20405 )
a B = Chinese breeds, W =

Chester White DFP = Duli pigs. Du = Duroc, EL. = Erhualian line.

Le = Leicoma. LLP = Laiwu pigs., Lr = Landrace, LW = Large White, WM = MMeishan, PBP = PreStice Black-

Pied. SL. = Swvnthetic line., ¥s = Yorkshire.
B TNE = total newborn, NEBA — newborn alive.
< Personal communication by M. Rothschild in “Wan Rens et al

d Thawo investigations.

< Personal communication by M. Rothschild in "Wan Rens et al. (2003 ).

fIn Chen <t al. (200<4b ).
B2 OPMN = SPPI1.

L2002 .




Asociacéni studie

ESR1 (estrogen receptor 1) (Rothschild et al., 1996)
Prasnice s 50% podilem Meishana:

prvni vrhy - navic 2,3 selete

vSechny vrhy - navic 1,5 selete

pozitivni efekt alely B (homozygoti)

metoda: RFLP - Pvull

Prasnice Large White — homozygoti BB - 1 sele navic

V dalsich pracich (napt. Short et al., 1997) efekt alely B byl 0,3 —
1,4 selete

(na kopii alely B).



V jinych pracich efekt alely B nebyl, nebo byla vyhodnéjsi alela A
(napr. Goliasova a Wolf, 2004)

Prvni vrhy AA prasnice o 0,5 selete vice nez prasnice BB

VSechny vrhy AA prasnice o 0,25 selete vice nez prasnice BB

* nejedna se zieymé o pricinnou mutaci, ale o genetickou vazbu,
» mezi ESR a pfi¢innym genem neni tésna vazba,
* vyskytujici se rekombinace mohou ovlivnit vysledek asociace,

» tloha genetickeho pozadi na expresi ?



Priklady pric¢innych gent

Druh Znak Gen
Prase Maligni hyperthermie RYR1 (CRC)
Zmasilost IGF2
Obsah glykogenu ve svalech PRKAG3
Vnimavost na infekci E. coli FUT1
Hypercholesterolemie LDLR
Biosyntéza vitaminu C GULO
Dominantni bilé zbarveni KIT
Zbarveni MCI1R
Skot Svalova hypertrofie MSTN
Kfehkost masa CAPN1
Defekt adherence leukocyti (BLAD) CD18
Komplexni vertebralni malformace (CVM) SLC35A3
Deficience uridinmonofosfatsyntazy (DUMPS) UMPS
Deficience kyselé alfa-glukozidazy (Pompeho choroba) | AAG
Zipach mléka FMO3
Zbarveni srsti MCI1R
Ovce Svalova hypertrofie (callipyge) CLPG
Plodnost, ovulace (booroola) BMPR1B
Plodnost, ovulace (inverdale) BMP15
Kun Hyperkalemicka periodicka paralyza (HYPP) SCN4A
Tézka kombinovana imunodeficience (SCID) DNA-PK
Zbarveni MCI1R
ASIP
MATP
Bilé zbarveni; megacolon EDNRB
Kur Albinismus TYR
Zbarveni peri MC1R
Dominantni bilé zbarveni PMEL17




OMIA Database Query Form Stranka &, 122

i

ONLINE MENDELIAN INHERITANCE IN ANIMALS (OMIA)

compiled by F.W. Nicholas
Reprogen, Faculty of Veterinary Science, University of Sydney, NSW 2006, Australia. email: frankn@vetsci.usyd.edu.au

Latest update: 16th October 2003
SEARCH THE ENTIRE DATABASE

SUMMARY OF DATABASE CONTENTS FOR MAJOR SPECIES

Cal | Catle | Chicken |Dog |Emu |Fox |Goat |[Horse |Pig |Quail |Rabbit |Sheep | Turkey | TOTAL
Disorders/traits 263 357 174 451 4 5 66 184 203 34 48 179 28 1996
Single-locus disorders/traits 38 56 63 100 2 3 8 26 33 19 12 59 8 27
Disorders/traits for which the 7 27 1 38 1 2 5 9 11 2 3 9 1 126
causative mutation has been
identified at the DNA level
Potential animal models for 123 117 34 207 2 3 | 86 65 9 27 62 3 762
a human disorder

List of all 206 species in the database ~ Genetic map references (by species)
Examples of how to format search queries for items on these lists are available here.
Disorders/traits with a known gene/peptide ~ Inborn errors of metabolism  Lysosomal storage diseases Inherited bleeding disorders

Congenital heart diseases Dwarfism

SEARCH THE ENTIRE DATABASE:
Enter your query into the input boxes below. Terms in boxes are joined by AND or OR. You may narrow your search by Field Restrictions.

Additional help is available here.



Gen RYR1 (HAL; CRC1) prasete

(kanal uvoliiujici vapnik v sarkoplazmatickém retikulu - CRC)
SSC6; bodova mutace — zaména jedné baze (1843C>T)

autozomalni recesivni dédi¢nost citlivosti k halotanu

1966 — objev maligni hyperthermie u prasat (Hall et al.)
citlivost k halothanu
asociace Hal s kvalitou masa a PSS
dédic¢nost citlivosti k halothanu

prukaz genetické vazby lokusu HAL s geny PHI, EAH, EAS, PGD
a A1BG

haplotypovani — stanoveni genotypu v HAL lokusu pomoci
vazanych genli
lokalizace na chromozomu 6 prasete
prikaz homologie mezi segmentem chromozému 19 ¢loveka, kde
je lokalizovany gen RYR1, a segmentem chromozomu 6 prasete
rozdily v peptidovych mapéch proteinu RYR1 mezi prasaty
nachylnych k maligni hyperthermii a normalnimi
1991 — identifikace mutace (C — T) v genu RYR1 prasete, v poloze
1843 (CC — homozygot NN; TT — homozygot nn =
citlivost ke stresu)

zam&na aminokyseliny (argininu — cysteinem) (Fujii et al.)
Testovani: PCR-RFLP (134 bp fragment se $tépi Hhal: alela C (N) — 84+50 bp;
alelaT (n) — 134 bp

Pleiotropni efekt na komplexni znaky — zvitrata nn maji
vyssi podil libového masa



Vliv genotypii v genu RYR1 (HAL) na znaky masné uzitkovosti a
kvality masa u prasat

Table 1.11. Lean growth and meat quality characteristics (mean + sb) in Piétrain crossbreds
of different halothane genotypes (Giesel, 1997).

Genotype

Trait NN Nn nn
Lean meat (%) 49.92+ 3.3 52.8°+ 3.3 57.0°+ 4.5
Loin area (cm?) 3228429 34.4°+28 36.5°+ 2.6
Intramuscular fat (%) 212+ 0.8 2.0%+0.9 1.6°+05
Reflectance (%)* 28.42+53 29.13% + 10.6 35.0° + 10.2
pH 45 min post mortem* 6.43% + 0.43 5.91° + 0.39 5.58° + 0.32
Conductivity (mS/cm)* 3.372 + 0.62 4.29% + 229 15.49° + 9.61
Fibre diameter (um)* 74.28 + 8.7 85.8° + 10.3 86.3° + 10.2

Fibre number index (x 1073)* 699.9% + 172.1 563.0° + 130.7 591.0° + 131.1

NN, halothane-free (n = 22); Nn, halothane heterozygous (n = 64); nn, halothane homozy-
gous (n = 49). *Longissimus muscle.
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Gen IGF2 prasete

(Inzulin-like growth factor 2)

Paternalné exprimovany QTL na p raménku chromozému 2; 15 — 30% fenotypové variability
podilu masitych ¢asti a 10 — 20% fenotypové variability vySky hibetniho tuku. Pfi¢ina: mutace v
intronu 3 genu IGF2 (3072G>A); regula¢ni oblast)

Exon-intron structure of the IGF2 locus
in wild boar and different pig breeds

IGF27q aliele

IGF2*Q allele

AV AV eaK

expression ;ﬁ?
Vv Strong

expression
& Mutation at

a QTN




Geneticka a fyzicka mapa oblasti SSC15 vedouci k identifikaci genu PRKAG3

(ovliviiuje obsah svalového glykogenu; autozomélni dominantni dédi¢nost vysokého obsahu; vysoky obsah —
zhor3ena vytéZnost a kvalita masa) (PRKAGS3 - gama podjednotka AMP-aktivované proteinkinazy) (1. Cast)

(A) Vazbova mapa se vzdalenostmi v centiMorganech (cM)

(B) Radiacni hybridni mapa se vzdalenostmi v centiRayich; je ukazano
poradi orienta¢nich markeri a je naznacena poloha dalSich lokusi.

(C) Vybrané klony z ~2,5 Mbp BAC kontigu na prase¢im chromozému 15
ukazujici lokalizaci genii a genetickych markeri.
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Geneticka a fyzicka mapa oblasti chromozomu SSC15 vedouci k
identifikaci genu PRKAG3 (2. ¢ast)

Vazbova nerovnovaha mezi RN ~ (vysoky obsah glykogenu) a alelami
markeri zjiStovana pomoci programu DISMULT na nahodném vzorku
91 prasat plemene Svédsky hampshire
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Porovnani sekvenci v ruznych genotypech PRKAG3

Dominantni mutace RN - = vysoky obsah svalového glykogenu
(kodon 200R>Q); baze G>A)

Table 1. Comparison of PRKAGE sequences with associated m™ and RN - alleles in parentheses for
different pig populations (37). 0, Duroc; H, Hampshire; L, Landrace; LW, Large ‘White; M, Meishan; WE,
Wild Boar. The numbering of codons differs slightty from the one in Fig. 24, which is based on a multiple
sequernce alignment Dash indicates identity to the top sequence.

Codon
PREACT allele F'l:leldtil:ﬂ

a0 3 193 194 1949 LI iz

1 I:R."L.' ':I ACE CTE i CTG T ¥ TCT H
T L A L W o 5

2 frn) — . — - G- - L, LW, WE
- - - - - F: -

3 I:m":l -— -i_- -T T-- - -ia- - H, L, LA, M, ‘WE
- p - - - F: -

4irn*) -A- - T T - -G~ =C  O,H
i p - - - R -

5 frn* ] — L -T T A G- =C  H LW, WE




Gen MSTN u skotu
Myostatin; growth and differentiation factor 8; GDF8

(negativni regulator ristu svalil)

delece 11 bp v exonu

chromozom 2; autozomalni recesivni dédi¢nost dvojitého osvaleni
heterozygoti maji zvétSeny m. longissimus dorsi a snizené mnoZzstvi podkozniho a
intramuskuldarniho tuku, a porody probihaji normalné

1997 — identifikovana delece 11 bp v exonu 3 u plemene belgické modrobilé
dusledek: posun faze translace, pred¢asné ukonceni a eliminace celé
aktivni oblasti molekuly proteinu
dasledek pro fenotyp: vyskyt dvojitého osvaleni — vyS§si masna produkce

(0 20%) (hyperplazie i hypertrofie)

problémy: obtizné porody (dystocie; vétSinou cisaiskym fezem), snizena

plodnost, vyssi thyn telat, zvySena citlivost ke stresu



Mutace v genu MSTN (myostatin) skotu zpiisobujici dvojité osvaleni

Fig. 1 Schematic representation of the bovine myostatin gene. The grey boxes correspond to the untranslated leader and trailor

sequences (large diameter), and the intronic sequences (small diameter). The blue, pink and green boxes correspond to the sequences
coding for the leader peptide, N-terminal latency-associated peptide, and bioactive C-terminal domain of the protein, respectively. The blue
arrows represent the two primer pairs used for multiplex amplification of exons Il and Ill, respectively. The corresponding primer sequences
are reported in Table 1. The positions of the six bovine loss-of-function mutations are shown as red lines on the myostatin gene. Each
mutation is connected via an arrow with a box reporting the details of the corresponding DNA sequence and encoded peptide sequence. In

each box the mutation is compared with the wild-type sequence, and differences highlighted in red.

>
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wtd 1Ndel7 -1 10 ’ C313Y
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Mutace v MSTN genu zpusobujici dvojité osvaleni byly nalezeny u nésledujicich plemen skotu:
Belgian Blue (belgické modrobilé), Limousine, Parthenaise, Asturiana, Rubea Gallega,
Gasconne, Piedmontese, Maine-Anjou, Charolais, Limousine a Marchigiana.

Blonde d”Aquitane typicky nemaji mutace v MSTN — neidentifikované faktory pro hypertrofii?



Plemeno belgické modrobilé




Bovine leukocyte adhesion deficiency (BLAD)
(porucha adhese leukocytu skotu)

u plemene holStyn

Gen: ITGB2 (CD18) (chromozém 1)
produkt: beta-2 subjednotka integrinu

Pri¢inna mutace: 383A>G (v proteinu 128D>G)

BLAD je autozomalni recesivni geneticka choroba. Neutrofily ztratily schopnost pFilnout k
endotelu a prostupovat do tkané.

Projev onemocnéni: Opakované bakterialni infekce, Spatné hojeni ran a mnoho dalSich klinickych
priznaki (zapal plic, priijmova onemocnéni, zakrsly vzriist, zvySeny pocet neutrofili aj.)

Telata obyCejné hynou béhem 2-4 mésicii po narozeni. Heterozygoti jsou klinicky normalni;
postiZeni jsou recesivni homozygoti.

BLAD byl identifikovan v 80. letech. Pri¢cinna mutace byla odhalena v roce 1992 (Schuster et al.).
Pivod defektu saha k bykovi Osborndale Ivanhoe (otec holStynského plemene), ktery byl

Siroce vyuzivan. Jednim z potomkii je i Carlin-M Ivanhoe Bell, ktery je pienasecem defektni alely
BLAD, a rovnéz defektni alely pro CVM.

(v USA byl vyskyt nositelt mutace 15% u byki v AI a 8% u krav)

Testovani: PCR-RFLP

Podobny defekt se vyskytuje i u ¢lovéka (LAD) a u pst (CLAD)



PCR-RFLP BLAD
Normal Carrier LAD
BIH U TIH U TIHU T

Fi1c. 3. Agarose gel electrophoresis of amplified DNA from
normal, carrier, and LAD cattle following restriction enzyme diges-
tion (B, amplification blank; H, Hae I1I; U, undigested; T, Taq I).
DNA from normal cattle is digested by Hae 111 (at a position distinct
from nucleotide 383) to generate 9- and 49-base-pair (bp) fragments
and by Tagq 1 to generate 26- and 32-bp fragments. DNA from LAD
cattle is digested by Hae III to generate 9-, 19-, and 30-bp fragments
but is not digested by Taqg 1. DNA from carrier cattle is digested by
Hae 111 to generate 9-, 19-, 30-, and 49-bp fragments and by Taqg 1 to
generate 26-, 32-, and 58-bp fragments.



Komplexni vertebralni malformace (CVM)
holStynského skotu

Gen: SLC35A3 (chromozom 3)
(solute carrier family 35, member A3)
produkt: UDP-N-acetylglukosamin transporter

Substituce: G — T (v proteinu V180F)

Autozomalni defekt s recesivni dédicnosti.

Mnohocetné malformace u telat — proporcionalni dwarfismus, symetricka
artrogryposa prednich, nékdy i1 zadnich koncetin, znetvoreni obratlii kréni a hrudni
casti patete, pripadné 1 malformace srdce. Mutace (v homozygotnim stavu) zpusobuje
prenatalni thyn telat nebo se telata rodi pfredCasné a ¢asto mrtva. Zvitata s jednou
defektni alelou jsou zcela normalni, jsou vSak prenaSeci. PostiZeni jsou recesivni
homozygoti.

Byk Carlin-M Ivanhoe Bell — pfenase¢ CVM i BLAD.
DNA testy se provadéji v mnoha laboratotich.
V CR k 31.5. 2004 mezi plemennymi byky odhaleno 9,2% pienasecu.



Telata postizena CVM
(komplexni vertebralni malformace)




Deficiency of uridine monophosphate synthase (DUMPS)

u plemene holStyn

Gen: UMPS  (chromozém 1)
produkt: uridine monophosphate synthase)

bodova mutace v kodonu405C —T

Autozomalni recesivni dédi¢nost.
Nepravidelna syntéza DNA a RNA. Uhyn plodu kolem 40. dne embryonalniho vyvoje.

Test: PCR-RFLP; Aval

Citrullinemie

Gen: ASS
Produkt: argininosuccinate synthetase deficiency

bodova mutace v exonu 5

Autozomalni recesivni dédi¢nost.

Nedostatek enzymu, ktery se uplatiuje pi1 tvorbé mocoviny. Projevuje se vyssi tvorbou ¢pavku,
ktery vede k nepravidelnostem v centralnim nervovém systému novorozenych telat (thyn béhem
3 — 5 dnti po narozeni.

Test: PCR-RFLP (Aval)



Cenik sluzeb poskytovanych Laboratori imunogenetiky

Nazev sluzby Cena za
jednotku v
K¢

1. Stanoveni genotypu krevnich skupin skotu 800,00
2. Stanoveni genotypu mikrosatelitd skotu 800,00
4. Stanoveni genotypu mikrosatelitii koni 900,00
5. Stanoveni genotypu mikrosatelitti prasat 600,00
6. Stanoveni genotypu mikrosateliti koz 650,00
7. Stanoveni genotypu mikrosateliti ovei 650,00
8. Stanoveni genotypu mikrosatelitt psi 800,00
9. Stanoveni genotypu BLAD 900.00
10. Stanoveni genotypu RYR1 (MHS - stres) 400,00
11. Stanoveni genotypu CAS (kappa kasein) 400,00
12. Stanoveni genotypu RED 900,00
13. Stanoveni genotypu CVM 1500,00
14. Stanoveni genotypu SCID 350,00
14. Stanoveni genotypu dvojiho osvaleni 550,00
16. Ovéteni spravnosti ptivodu* - pouziti genotypu jiz testovaného zvifete
skot krevni skupiny 60,00
skot mikrosatelity 85,00
koné mikrosatelity 100,00
prasata mikrosatelity 65,00
kozy a ovce mikrosatelity 50,00
psi mikrosatelity 100,00
17. Vypis stanoveného genetického typu z databaze 500,00
18. Vydani mezinarodni karty genetického typu z databaze 150,00
19. Vystaveni kopie protokolu 500,00
20. Fragmentova analyza z produktu PCR dodaného zakaznikem 400,00

21. Stanoveni genotypu exotickych zvifat 950,00




Lokus CLPG u ovci

(kontrolni element na velkou vzdalenost)
(long-range control element — LRCE
zaména A - G

1983 — (farmat v Oklahom¢) beran s vyrazné vyvinutym
svalstvem (Solid Gold)
dédi¢nost: maternalni imprinting*, jmenovité paternalni
polarni superdominance
(hypertrofie jen u heterozygott, kteti zdédili mutovanou
alelu od otce)
maso ma horsi kvalitu — je tuhé
lokus CLPG (callipyge — pékny zadek)
mapovan na distalni konec chromozému 18

2002 — identifikace mutace
sekvenovanim 210 kb oblasti mezi dvéma pozicnimi kandidatnimi
geny DLK1 a GTL2 u inbredniho berana, heterozygota v CLPG
lokusu (Freking et al.)

CLPG mutace je zdména jedné baze (A — G) v predpokladaném
LRCE (kontrolni element na velkou vzdalenost)

* imprinting — alely urcitého genu od otce a matky se lisi v expresi.
Miize to byt zplisobeno rozdily v metylaci DNA.



Lokus CLPG u ovei
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Fig. 2. The gene content in the vicinity of the HSA14932 imprinted domain
(from data in [ ]). Bi-allelically expressed genes are represented in green,
genes expressed from the paternal allele in red, and genes expressed from
the maternal allele in blue. Genes whose imprinting status is unknown are
shown in gray. Putative genes reported by [ '] are shown in black. The
genes are sorted according to the direction of transcription (‘+’ versus ‘—’
strand). The approximate position of the CLPG mutation is marked by the
yellow asterisk. Genes whose expression is known to be influenced by the
CLPG mutation are marked by the orange arrows [ ]. The effect of the
CLPG mutation on the expression of the other genes in the region is being
tested.


http://www.sciencedirect.com/#bib21
http://www.sciencedirect.com/#bib21
http://www.sciencedirect.com/#bib25

Gen DGAT1 u skotu

(Acyl -CoA:diacylglycerolacyltransferaza 1)

Enzym katalyzuje posledni stupen v syntéze triglyceridu

Gen je lokalizovan na centromerickém konci bovinniho chromozomu 14
- v DNA - zaména AA->GC v exonu 8

- v proteinu - zaména lyzinu (K) alaninem (A) v pozici 232

Nositelé alely K (dojnice holStynsko-friského skotu, Novy Zéland) maji
0 5,76 kg vice tuku v mléce, 0 2,45 kg méné proteinu a o 134 1 méné mléka
nez nositelé alely A.

1998; 1999 - zjistén QTL pro obsah mlécného tuku v centromerické oblasti
bovinniho chromozomu 14

1999; 2002 - interval ziZen na 3.8 cM

2002 - identifikace mutace 232K>A a zjiStén rozdil v efektu alel

2004 - pouzitim expresniho vektoru, do kterého byla ligovana cDNA
DGAT1 a mérenim enzymatické aktivity syntetizovaného
rekombinantniho DGAT1 byla prokazana vyssi aktivita u
alely 232K



Gen DGAT1 skotu

Mutace AA->GC v exonu 8
(v proteinu je K232A)

! 1 m v v VI vl vl IX X XI XII XII XIV XV XVI Xvii

Nt984+8(A-G)
GAGTGACCTGC

Nt984+26(C-T)
GGACGCGTGG

Nt1501(C-T)
CTGGGCGCAGC

GGCAGGTAAGAAGGCCAAC
A G K K A N
GGCAGGTAAGGCGGCCAAC

A G K A A N

GGACGTGTGG CTGGGTGCAGC

GAGTGGCCTGC

DGAT Polymoprhisms

DGAT
Haplotypes




Criteria

a) performance traits
- milk protein yield
- casein content

- B - lactoglobulin content

b) milk protein processing criteria
- coagulation time

- consistency of lab coagulate

- cheese yield

Geldermann 1996

Superior genotype

k- Cn BB
B- Lg AA
k- Cn BB
B- Lg BB
k- Cn AA
B- Lg AA

k- Cn BB
B- Cn BB
B- Lg BB
k- Cn BB
o - CnBC
B- Cn BB
B- Lg BB
k- Cn BB




Gen NHEJ1 psa

(nonhomologous end-joining factor 1)

Mutace v tomto genu zplisobuje chorobu anomalie oka kolii (Collie eye anomaly; CEA).

Dédi¢ne onemocnéni — nedostateny vyvoj cévnatky (vrstva v zadni Casti oka). Projevuje se v lehéi a
téZ81 forme. V t€zsi forme€ dojde az k uplnému oslepnuti.

CEA se dédi autozomalné recesivné — nemoc se projevi u jedincil, ktefi maji mutované obé¢ alely
(recesivni homozygoti).

U heterozygotl (jedna alela normalni, druhda mutovand) se nemoc neprojevi.

Pti¢inna mutace: Delece 7 799 bp v NHEJ1 genu v intronu 5 (podle Ensembl); Tento intron ma celkovou
velikost ~67 kb. Delece je blize exonu 6 (460 bazi od exonu 6). Sekvence inzerce obsahuje vysoce
konzervovanou doménu, na kterou se vaze nékolik proteini dilezitych pro vyvo;.

Primers NHEJI-F17 and NHEJI-R17

Testovani: PCR pomoci dvou pari primeri
(dvoustupnova PCR):

1. par primera (F17 a R17) je navrZeny ze sekvence
inzerce; tato sekvence u postizenych (A) pst chybi,
a fragment se neamplifikuje.

2. par primert (F20 a R23) je navrZeny ze sekvenci
pred deleci a za deleci. Amplifikuje fragment, ktery
ma deleci, a neamplifikuje fragment s inzerci (je
ptili§ dlouhy na PCR amplifikaci).

Primers NHEJI-F20 and NHEJI-R23

Figure 1. The 1.5% agarose gel electrophoresis showing the results of two-step PCR analysis of the dog NHEJI gene; the
same dogs were analysed in the upper and the lower parts of the gel; in the upper part the results using primers NHEJ1-F17
and NHEJ1-R17 are shown; in the lower part the results are obtained with primers NHEJ1-F20 and NHEJ1-R23;
M — marker 100-1 000 bp; H — healthy dogs; C — carriers; A — affected



An example of (comprehensive) survey of DNA polymorphisms and associations with production traits

128unzdg @

Table 1 DNA variants and relationships with fatness traits in cattle, goat, pig and sheep

Species

DNA variant®

Effect on trait

Reference

Gerne name Gerne
symbol

Acetyl coenzyme A ACACA
carboxylase o

Diacylglycerol DGATI
acyltransferase 1

Fatty acid-binding FABP4
protein 4

Fatty acid synthase FASN

Goat

Pig

Cattle

Cattle

Cattle

C5493T in exon 45

¢.5634T > C in exon 46,
c.6681G > T in exon 54

AA to GC dinucleotide
substitution in exon 8
(Lys232Ala)

Variable number of tandem
repeat (VNTR) in promoter
(five alleles)

7516G > C

¢.220A > G (174 V) (exon 2},
¢.348T > C (intron 3),
¢.303T > C (intron 3

763G — Cin exon 1,
16009A — G in exon 34

£.17924A > 1o G (Thr — Ala)

Suggestively associated with fat vield, lactose content,
and somatic cell count

Highly significant associations with stearic, palmitolric,
and vaccenic fatty acid concentrations. Effect of ¢.3634C
negative on the percentage of C18:0 and positive on Cl6:1
(n-9y and C18:1 (n-7). Effect of ¢.6681G allele positive on
C18:0

The lysine variant is associated with increased milk fat, fat
percentage, and protein percentage yield, and decreased milk
and protein yield, and the alanine variant with increased
milk and protein yields

Lysine variant is associated with higher intramuscular fat
content

Lysine variant showed significant effects for most milk
production traits

Lysine variant associated with more saturated fat, a larger
fraction of C16:0, and smaller fractions of C14:0,
unsaturated C18, and conjugated linoleic acid

Allele 5 or E showed significant effect on milk fat percentage
and direction effect identical to that of the lysine variant

Allele FE has significant effects on lactose yield, lactose
content, milk energy content, and somatic cell score

Significant associations with marbling scores and subcutaneous
fat depth. GG genotype had highest marbling scores while
GC genotype had the greatest subcutaneous fat depth

Positively associated with back fat thickness

Significant influence on milk fat content of Holstein-Friesian
animals divergently selected for milk fat content. Genotype
763CC and 16009GG produced milk with the highest fat
content

Associated with variation in the fatty acid composition
of adipose fat and milk fat. SNP in linkage disequilibrium
with four other SNPs

Badaoui et al.(2007a)

Mufioz et al. (2007a)

Grisart et al. (2002),
Spelman et al. (2002),
Winter et al. (2002 ),
Kamiiiski et al. (2006)

Thaller et al. (2003)

Sanders et al. (2006)

Schennink et al. (2007}

Kiihn et al. (2004)

Sanders et al. (2006}

Michal et al. (2006}

Cho et al. (2008)

Roy et al. (2006)

Morris et al. (2007)

(7 pages total)

Ibeagha-Awemu et al., Mamm. Genome (2008) 19:591-617
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Association mapping (using SNPs) and identification of causative gene (SLC6A5) for CMD?2 in cattle
Celogenomové asociacni mapovani

Supplementary Fig. 2: Congenital muscular dystonia 2 (CMD2): (A) Results of genome-wide association mapping of the CMD2
mutation with 7 affected animals and 24 controls using ASSHOM (red) and ASSIST (blue). The black horizontal bars mark the limits
between the 29 autosomes. Evidence for linkage (Y-axis) is measured as /log70(1/p), p being determined by 10,000 locus
(ASSHOM) or phenotype (ASSIST) permutations (see Methods). (B) Genotypes of cases and controls for 368 chromosome 29
SNPs. Homozygous genotypes are shown in yellow or white, heterozygous genotypes in red. Overlapping blocks of extended
homozygosity in the cases are marked in black and gray. The limits and size of the haplotype shared homozygous and identical-by-
state amongst all cases is highlighted in red. (C) Gene content of the shared chromosome segment, highlighting the position of the

SLC6AS gene (red box).
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Priinnée geny u ovci

BMPRI1B - bone morphogenetic protein receptor 1B (gen je na chromozému 6)
Mutace v genu méni aminokyselinu (GIn249Arg).
Diusledek — vyssi pocet folikulii a vyssi pocet ovulovanych oocytli = vysSi pocet
jehnat ve vrhu u plemene Booroola (az 10 jehnat).
(gen se rovnéz oznacuje Booroola gen nebo FecB).
(Mulsant et al., 2001)

BMP15 - bone morphogenetic protein 15 (také FecX nebo Inverdale)
je lokalizovany na X chromozomu.
Mutace zvysuje pocet ovulovanych oocyti o jeden u heterozygotnich ovci,

ale u homozygotli s mutovanou alelou zpusobuje sterilitu.
(Galloway et al., 2000)



Genetické aspekty produkce masa

Prenatalni myogeneze
Postnatalni rist svala (hypertrofie)
Inverzni vztah mezi poctem svalovych vlaken a jejich velikosti
Regulacni systémy:
* polygenni dédi¢nost
* transkrip¢ni faktory pro vyvoj svali (MRF): MYOD1, MYFS5, MYOG,
MEF2
* ostatni transkrip¢ni faktory: NFAT proteiny (aktivace Fizena
kalcineurinem), buné¢né onkogeny
* Cetné dalSi rustové faktory, steroidni hormony, dalSi hormony ovliviiujici
metabolizmus
* vyZiva



Faktory ovliviiujici pocet svalovych vlaken, jejich velikost a sloZeni

- Druh
- Pohlavi
- Selekce (geneticka variabilita/heritabilita)
- Plemeno
- Vyziva
* prenatalni vyZiva
* postnatalni vyzZiva
- Fyzicka aktivita
- Latky stimulujici rust
* rastovy hormon
* beta adrenergni agonisté (napr. clenbuterol)
* estrogeny a androgeny
- Vliv genii velkého ucinku:
* Gen RYR1 (HAL) (u prasete)
* Gen MSTN (u skotu)
* Gen CLPG (u ovce)
* Gen IGF2 (u prasete)
* Gen PRKAGS3 (u prasete)



Genomicky imprinting

Genomicky imprinting predstavuje epigenetickou* modifikaci geni, jejimz
disledkem je monoalelicka exprese. U savea je tento termin pouZivan pro
monoalelickou expresi nebo inaktivaci bud® mateiské nebo otcovské alely urcitého
lokusu. Imprintovana mutovana alela se bude jevit jako recesivni, kdyZ bude zdédéna
od jednoho z rodi¢i, protoZe bude inaktivni (a tudiz bez projevu), zatimco druha
aktivni alela, zdédéna od druhého rodice, se bude jevit jako dominantni.

Jednim z typu epigenetickych modifikaci u savcu je metylace cytosinu
v poloze 5, ktera se nejéastéji objevuje v CpG dinukleotidech. Tento typ DNA
modifikace je velmi vyznamny, nebot’ metylované sekvence DNA jsou transkrip¢né
inaktivni.

Odhady pocta imprintovanych gentu U savci se pohybuji v rozmezi od 100
do vice nez 200. Nékteré z nich jsou ukazany v tabulce. Imprinting se vyskytuje také
u hmyzu a vyssich rostlin.

*Epigenetické modifikace ovlivituji fenotyp aniz by ménily genotyp. Zahrnuji zmény
ve vlastnostech bunky, které jsou dédény, ale nedochazi ke zméné genetické
informace. Priklady: imprinting, inaktivace X chromozomu, pozi¢ni efekt,
reprogramovani, maternalni efekty, modifikace histoni a heterochromatinu, aj.



Schéma znazornujici podstatu a ucinek epigenetickych mechanismii

EPIGENETIC MECHANISMS HEALTH ENDPOINTS
are affectad by these 1aciors and processes: « Cancer

* Development (in utero, chidhood) * Autoimmune disease

* Environmental chemicals < « Mental disorders

* Drugs/Pharmaceuticals » Diabetes

EPIGENETIC

Q FACTOR

CHROMATIN
P

CHROMOSOME

DNA methylation
Methyt group (an epigenetic factor found
in some dietary sources) can tag DNA

| and activite Or repress genes.

HISTONE TAIL

GENE HISTONE TAIL

DNA accessible, gene active

Histone modification
The binding of epigenetic factors to histone “talls™
Histones are proteins around which alters the extent to which DNA is wrapped around

DNA can wind for compaction and DNA inaccessible, gene inactive histones and the avallability of genes in the DNA
gene reguiation. 1o be activated.

Histone deacetylation




Genomicky imprinting
Dva priklady hypotetického imprintovaného genu zodpovédného za barvu pokozky

b4
b4

(VLEVO) V tomto prikladu je gen pro pigment maternilné imprintovany (mateiska) alela je inaktivovana).
Spojenim pohlavnich bunék muze, ktery ma alelu pro pigment, a Zeny, ktera ma alelu pro nevytvareni pigmentu se
narodi déti, které maji pouze fenotyp s pigmentem. V tomto prikladu je mateiska alela imprintovana a inaktivovana u
potomku. Tudiz jedinou aktivné exprimovanou alelou je otcova alela pro pigment, ktera neni imprintovana u
potomkii.

(VPRAVO) V tomto prikladu je gen pro pigment paternalné imprintovany (otcovska alela je inaktivovana). Spojenim
pohlavnich bunék muze, ktery ma alelu pro pigment a Zeny, ktera ma alelu pro nevytvaieni pigmentu se narodi déti,

které maji fenotyp bez pigmentu. V tomto prikladu je imprintovana otcovska alela a je inaktivovana u potomkaii.
Tudiz jedinou exprimovanou alelou je matefska alela pro nevytvaieni pigmentu, ktera neni imprintovana u potomki.




Nékteré imprintované geny savcu
(celkem je imprintovanych asi 150 genii)

Imprintované

geny

Aktivni alela

(P= otcovska; M = materska

Igf2

Igf2r

H19
Snrpn
Insl and 2
U2afbp-rs
Znfl27
Parl

Par5

Xisf

Mas

IPW

WT1
Mash-2
p57(KIP2)
Pegl/MEST
ApoE

Pk3

Pp/cy
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Inaktivace X chromozomu

U samic je jeden z X chromozému (ziskany bud’ od matky nebo od otce) (nahodné)
inaktivovan v ¢asném embryonalnim vyvoji, s inaktivovanym stejnym chromozomem
V buiikach, které vzniknou délenim této buiiky. Jedna se o epigenetickou modifikaci - je ta
dédi¢na zména v genové funkci, aniZ by dosSlo ke zméné DNA Tento jev se také oznacuje
jako lyonizace (podle anglické geneticky Mary Lyon).

Barrovo télisko — kondenzovany heterochromatin v procesu lyonizace

hemizygot — gen u diploidniho organismu jen v jednom exemplafi

kompenzace davky genu — mechanizmus, ktery upravuje aktivitu geni lokalizovanych na X
chromozomu u samcu a samic tak, aby se vyrovnal rozdil mezi haploidnim stavem
u samcu a diploidnim stavem u samic



Zjistovani pohlavi u zvirat

u embryi
v kriminalistice
rutinni genotypovani

PCR amplifikace DNA fragmentu specifického pro Y chromozom (gen SRY)

Na Y chromozomu savci je gen SRY (sex determining region on chromosome Y),
ktery je zodpovédny za zahajeni vyvoje samciho pohlavi. Gen SRY je lokalizovan na
p raménku Y chromozému, smérem 3" od pseudoautozomalni oblasti 1 (PAR1).
PCR amplifikaci fragmentu genu SRY je mozno identifikovat samce. JestliZe je
vysledek amplifikace negativni, jedinec je samice, ale nevylucuje to moznost chyby
V experimentalnim postupu, ktera zpisobi stejny negativni vysledek.

Pro spolehlivé stanoveni je nutno do experimentu zahrnout i néjaky dalsi gen,
ktery je pritomen jak u samcii, tak u samic, a ten musi byt amplifikovan ve stejné
zkumavce jako pozitivni kontrola.

PCR amplifikace fragmentu genu AMEL (amelogenin), ktery je na XiY chromozomu,
ale tyto dvé formy se liSi Cetnymi inzercemi/delecemi, takZe je mozZno rozlisit fragmenty
specifické pro X a Y chromozom, na zakladé rozdilné velikosti fragmentii, pouzitim
elektroforézy v agarézovém gelu. (napft. u ¢lovéka, skotu, ovce, jelena).



Srovnani sekvenci DNA fragmentu genu amelogeninu
(AMEL) z X a Y chromozomu ovce a jelena. (.) ins/del

Ovis aries
Cervus elaphus
Ovis aries
Cervus elaphus

Ovis aries
Cervus elaphus
Ovis aries
Cervus elaphus

Ovis aries
Cervus elaphus
Ovis aries
Cervus elaphus

Ovis aries
Cervus elaphus
Ovis aries
Cervus elaphus

XX XX XX

<X X

1

CCCTTCCAGC
CCCTTCCAGC
CCCTTCCAGC
CTC.. . .AGG

51

CCTGCAGCCC
CCTGCAGCCC
CCATGTCAGC
CCAGTAGCAC

101
CACCCG. .TG
CGCCCAGTTG

151

CCGATATTCC
CCTATATTCC
CCGATATTCC
CCGATATTCC

CCCAGTCCAT
CCCAGTCCAT
CCCAGCCCAT
CCCAGCCCAT

CTGCAGCCCT
CTGCAGCCCT

CACCCCATCC
CACCCCATCC
CACCCCATCC
CACCCCATCC

CCATGCAGCC
CCATGCAGCC
CCATGCAGCC
CCATGCAGCC

CCAGCCGCAG
CCAGCCGCAG
CCAGCCACAG
CCAGCCACAG

TGCAGCCCCT
TGCAGCCCCT

GCCCCTTGC
AGCCCCTTGC
AGCCCTT. ..
AGCCCTT. ..

TTTGCCCCCC
TTTGCCCCCC
TTTGECCCCC
TTIGCCCCCT

CTCACCAGC
CCTCACCAGC
CCTCACCAGC
CCTCACCAAC

CAGCCCCTG
GCAGCCCCTG

..........

CGCCGCAGCC
CGCCACAGCC

ATGCTTCCT
LATGCTTCCT
TGTGCTTCCT
sGTGCTTCET

50
CCCTGCAGCC
CCCTGCAGCC
CCCTACAGCC
CCCTACAGCC

100
CAGCCCCAGT
CAGCCCCAGC

150
ACCTCTGCCT
ACCTCTGCCT
ACCTCTGCCT
ACCTCTGCCT

200
GACCTGCCT
GACCTGCCT
GAGCTGCCT
GACCTGCCT



Rozdily ve fragmentech genu AMEL u samcu
a samic ovce a jelena

(gen AMEL je pritomen jak na X, tak na'Y chromozoému, ale liSi se
ve velikosti — to je zptisobeno mnoha inzercemi/delecemi)

1 4 2 & 8 & 1!

Figure 2
Detail of an ethidiume bromide stained agarose gel showing amplicons of the amelogenin gene fragments of sheep and Euro-

pean red deer. Lane |-2 samples from male red deer, lane 3—4 samples from male sheep, lane 5 sample from female sheep and
lane 6—7 samples from female red deer. The star | indicates the AMELX band, the star 2 indicates a non specific band in male

sheep and male red deer and the star 3 indicates the AMELY band.



Priony (S.B. Prusiner, 1982)

Zaklad prionové teorie

Nervové buinky savcii obsahuji tzv. prionové bilkoviny (v angl. literature je Casta zkratka PrP,
pFipadné PrP¢ pro zdravou bunéénou bilkovinu). Ma se zato, Ze tyto prionové bilkoviny hraji
vyznamnou ulohu p¥i odpodinku a spanku. Prion (PrPs°) pifedstavuje vadnou formu této normalni
bilkoviny, od které se odliSuje rozdilnou konformaci (prostorovym usporadanim). Dasledkem této
zmény konformace je mimoradna odolnost vii€i riiznym fyzikalnim vliviim, prakticky absolutni
odolnost proti Stépnym enzymim odklizejicim vadné bilkoviny a schopnost navazovat se na zdravé
formy prionovych bilkovin a konvertovat je na svoji vadnou formu. Nasledkem je, Ze se v buiice
hromadi rostouci shluky propojenych vadnych molekul prionové bilkoviny, kterych se buiika nedokaze
zbavit, posléze je zcela zaplnéna a uhyne.

Predchozi Cast teorie je obecné prijimana. Navazujici ¢ast je sice prijimana vétSinou odbornikii,
nicméné ne absolutné. Ta predpoklada mozZnost prenosu prionovych onemocnéni potravou nejen mezi
jedinci jednoho druhu (coz je téz obecné prijimano — v pripadé nemoci kuru se to ma za dostate¢né
podloZené), ale i mezi jedinci riznych druhii, zejména pak se zdliraziiuje prenos ovce (scrapie) — krava
(bovinni spongiformni encefalopatie) a krava (BSE) — ¢lovék (nova varianta CJD). Zde maji nékteri
védci vyhrady a nepovazuji tuto cast teorie za dostatecné prokazanou.

K prenosiim mezi druhy existuje nékolik predpokladanych obecnosti:

Sance na pienos mezi druhy je pfimo imérna podobnosti prionovych bilkovin obou druhii

*nejvetsi Sance na prenos skyta konzumace mozku ¢i jinych vysoce inervovanych tkani

*masozravci jsou obecné odolné;si proti pfenosu nez bylozravci.



Bovinni spongiformni encefalopatie

Bovinni spongiformni encefalopatie (BSE, lidové nemoc Silenych krav) je prionové onemocnéni
postihujici skot, které se objevilo na konci 20. stoleti. PFredpoklada se, Ze by mohlo byt bovinni
variantou scrapie ovci (svrbivka) a Ze poziti tkani obsahujici priony by mohlo u ¢lovéka vyvolavat
tzv. novou variantu Creutzfeldt-Jacobovy choroby (nvCJD = New variant of Creutzfeldt-Jacob
Disease). Jméno nemoc Silenych krav ziskalo toto onemocnéni proto, Ze v pozdnich stadiich vyvolava
u krav neobvyklé chovani. Odborné jméno poukazuje na to, Ze jde o onemocnéni skotu (bovinni),
které se projevuje porovaténim mozku, ktery pak pripomina v pozdéjSich stadiich houbu
(spongiformni = houbotvarné; encefalopatie = nezanétlivé onemocnéni mozku).

Nemoc ma velmi dlouhou inkubac¢ni dobu u krav a inkubaéni doba nové varianty CJD u ¢lovéka se
odhaduje jeSté delSi (az pres deset let), z pochopitelnych diivodi se tedy nepodarilo dokazat na
zakladé néjakého konkrétniho pripadu, Ze prenos na ¢lovéka je mozny.

Zatimco o prenosu nemoci mezi dobytéaty jednoho druhu (skrmovanim nedostate¢né tepelné
zpracované masokostni moucky) se prili§ nepochybuje, mySlenka mezidruhového prenosu: ovce
(scrapie ovci) — skot (BSE) — €lovék (nvCJD) je predmétem kontroverzi, byt’ ji vétSina védei i vlad
bere v ramci predbézné opatrnosti v potaz. Vychazi se pritom z riznych logickych uvah a ze
statistickych analyz, z nichZ nékteré ukazuji na pozitivni korelaci mezi po¢tem nemocnych kusi
dobytka a poétem lidi trpicich CJD. Kviili této nemoci byla na prelomu 20. a 21. stoleti zavedena
rozsahla restriktivni opati‘eni a byl vybit nespocet krav. V CR bylo jen nékolik piipadi a to hlavné
proto, Ze ¢eské kafilerie upravovaly masokostni moucku pri 400 °C. Pri téchto teplotach se prion BSE
nici. Predpisy EU ale pozadovaly nizsi teploty, pri kterych nedochazelo k destrukci bilkovinnych
prioni.



Normalni a abnormalni konformace prionit
(vlevo — normalni, vpravo — abnormalni)

The figure at right shows a model of two conformations of prion; on the left is the known, normal
conformation of the structured C-terminal region of PrPC. The N-terminal region is not shown here for having
a flexible structure in aqueous solution. The structured domain shown is mainly made of three spirals called
alpha helices (pink), with two short 'flat' regions of beta sheet (B sheet) structure (green). On the right is a
proposed model of how the abnormal prion might look. Although the exact 3D structure of PrP>¢ is not
known, there is increased § sheet content (green arrows) in the diseased form of the molecule. These 3 sheets
are thought to lead to amyloid aggregation.

Many prion protein transformations are characterized by increased 3-sheet content (depicted by green
arrows). In this picture, the left image is the normal Prnp protein. After isomerization, note that the right-side
image contains considerably more B-sheet content. These B-sheets often constitute an electric dipole and can
lead to amyloid aggregation.



Predpokladany mechanismus vzniku a mnoZeni abnormalnich prionu
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Imunogenetika

Védni oblast zabyvajici se genetickou podstatou imunity se nazyva imunogenetika.

Imunita je schopnost organizmu rozpoznat vlastni molekuly, buriky a tkané od cizorodych latek (antigend, patogend).
Rozezndvame imunitu: -  nespecifickou (pfirozenou; vrozenou)

- specifickou

Na nespecifické imunité se podileji kiiZe a slizni¢ni povrchy, enzymy (napf. lysozym, pepsin aj.) komplement, proteiny akutni faze,
interferony, fagocytujici buiky (neutrofilni a eozinofilni granulocyty, monocyty a makrofagy), NK buiiky (pfirozeni zabijeci) a nékteré dalsi
mechanizmy. Jedna se o nespecifické reakce a nevytvaii se imunologicka pamét’.

Specificka imunita se vytvaii az po setkani s antigenem.

Antigen je chemicka ldtka, kterd je schopna vyvolat tvorbu protildtek nebo jinou reakci imunitnich bunék. Antigeny jsou makromolekuldrni
ldtky, prevazné proteiny, ddle polysacharidy, a slabsi antigenni aktivitu maji lipidy. Antigenem mohou byt také nizkomolekuldrni ldtky navazané
na vysokomolekuldrni nosic.

Schopnost antigenu vyvolat imunitni reakei je podminéna fadou vlastnosti, mezi které patfi pfitomnost antigennich determinant, neboli
epitopi. Epitop je mala oblast antigenu, kterou rozpoznavaji receptory bunék imunitniho systému. Jeden antigen miize obsahovat vice epitopi.

Imunitni odpovéd’ na antigenni podnét je komplexni reakce bunék imunitniho systému a cytokinti. Cytokiny jsou proteiny vytvaiené
leukocyty a nékterymi dal§imi typy bunék (nap. fibroblasty). Cytokiny produkované lymfocyty se oznacuji interleukiny. Reguluji aktivitu
jinych bun¢k a hraji vyznamnou roli v imunitnich reakcich.

Rozezndvame dva mechanizmy specifické imunitni reakce: -  humoralni (zahrnuje zejména tvorbu protilatek, tj. imunoglobulini);

- bunétné zprostredkované

Humoralni imunitu zajistuji B lymfocyty (oznaceni maji podle ptaciho organu bursa Fabricii, kde byly ptivodné zjistény). U savcl se

vyvijeji v kostni dfeni a vyvoj se dokoncuje po kontaktu s antigenem v miznich uzlinach, sleziné a Peyerovych placich (to jsou okrsky

lymforetikularni tkdn¢ ve sténé tenkého stfeva). V membrané B lymfocytii se nachazeji membranové imunoglobuliny, které jsou oznadovany



jako B buné¢né receptory (BCR). Po kontaktu BCR se specifickym antigenem vznikne z lymfocytu plazmaticka buiika, ktera produkuje
protilatky (imunoglobuliny). Tento klon bun&k se namnozi. Cést téchto namnozenych bunék se nei¢astni reakce proti antigenu a zistava
dlouhodobé v organizmu jako pamét’ové buiiky. Ty se uplatiiuji pfi opakovaném setkani organizmu se stejnym antigenem, kdy imunitni
odpovéd’ nastupuje rychleji a s vyssi intenzitou. To je principem preventivniho o¢kovani.

Na specifické bunééné imunité se podileji T lymfocyty (oznaceni od thymu /brzlik/, kde probiha hlavni &ast jejich vyvoje). Vznikaji v kostni
dfeni, ale vyvoj probihéd v brzliku. Rozlisuji se dva typy T lymfocytt: Ty (helper) a T (cytotoxické). Na povrchu jejich membrany se nachdzeji
receptory pro rozpoznavani antigenu a dalsi diferencia¢ni molekuly (CD molekuly — cluster of differentiation). Prekurzory T lymfocyti se po
setkani s antigenem diferencuji na zralé T lymfocyty. T, lymfocyty se uplatiiuji pfi likvidaci bunék postiZzenych virovou infekei, bungk
nadorovych a pii reakci organizmu proti transplantatu. Maji schopnost builky cytotoxicky zabijet. Ty, lymfocyty vytvareji cytokiny.

Pro vysvétleni imunitnich reakei byla vypracovéana teorie klonalni selekee, ktera je Siroce akceptovana. Populace lymfocyti obsahujici Ba T
lymfocyty vytvaii mnoho riiznych imunoglobulint nebo T bunéénych receptort (TCR). Avsak kazdy jednotlivy lymfocyt vytvaii jeden typ

imunoglobulinu, ktery je schopen rozeznat pouze jeden antigen. Podobné, kazdy T lymfocyt vytvéaii pouze jeden specificky T bunéény receptor.
Imunoglobuliny

Protilatky jsou imunoglobuliny. Kazdd molekula protilatky ma specifickou strukturu pro rozpoznani ur¢itého antigenu. Predpoklada se, ze

savei maji schopnost vytvaiet 10°— 10°

riznych typl protilatek. Kazda molekula protilatky je imunoglobulinovy tetramer vytvireny dvéma
identickymi lehkymi (L) Fetézci a dvéma identickymi tézkymi (H) Fetézci, které jsou spojeny pomoci disulfidovych mistki. Lehké fetézce
maji vice nez 200 aminokyselin, tézké fetézce obsahuji vice nez 400 aminokyselin. Imunoglobuliny jsou glykoproteiny. Struktura tetrameru
imunoglobulinu je ukazana na obraze.

Kazdy proteinovy fetézec obsahuje dveé oblasti: N-terminalni variabilni (V) oblast a C-terminélni konstantni (C) oblast. Jak naznacuje
oznacent, variabilni oblasti se vyznacuji zna¢nymi rozdily v sekvencich u riznych molekul proteinu, zatimco konstantni oblasti vykazuji

vysokou homologii.



Schéma molekuly imunoglobulinu
(tetramer sestavajici ze dvou téZkych a dvou lehkych retézcii)

i
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Existuji dva typy lehkych Fetézcii, lambda (IgL;) a kapa (IgLy). Oba sestavaji pfiblizn€ z 211 az 217 aminokyselin (M, = 23 000). Jsou si
velmi podobné, presto se v jedné molekule imunoglobulinu nikdy nevyskytuji oba typy.

Existuje pét typi tézkych fetézci, které se lisi strukturou konstantni oblasti. Jsou oznaovany v, o, p, 8, a €. TEZky fetézec y a o obsahuje
pfiblizn¢ 450 aminokyselin, fetézce p, d, a € tvofi asi 550 aminokyselin.

Podle typu tézkého fetézce rozdélujeme imunoglobuliny do 5 tiid: IgG, IgA, IgM, IgD a IgE.

V protilatkach, které produkuje jedna plazmaticka burika (a namnozeny klon), se mohou lisit typy téZkého fetézce, buika mize vytvaret vice
tfid imunoglobulind najednou, ale vSechny imunoglobuliny produkované jednou plazmatickou butikou jsou specifické pro ur¢ity antigen a maji
stejnou variabilni oblast.

Aby se organizmus dokézal ubranit velkému mnoZstvi moznych antigent, musi tvofit miliony B lymfocyti. Je tieba si uvédomit, Ze kdyby
vSechny mozné variabilni oblasti specifické pro vSechny mozné antigeny byly kodovany geny, imunitni systém by potieboval pro svou funkci
vice geni, neZ obsahuje cely genom. Ve skute¢nosti, B lymfocyt dokaze rekombinovat ¢asti genomu a tak vytvofit véechny variace struktur
protilatek (Tonegawa, 1976 — v roce 1987 Nobelova cena).

e IgG — nejcastéji se vyskytujici imunoglobulin (asi 80% sérovych imunoglobulinti). Je pfitomen v krvi a tkafiovém moku. Vyskytuje se
jako monomer (jeden tetramer slozeny ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézc).

e IgA —tvoii 15 — 20% sérovych imunoglobulini. Nachazi se také v mléce, slzach, slinach a télnich sekretech Pomaha chrénit proti
patogentiim, které se dostaly na vnéjsi nebo vnitini povrch téla. Je to dimer — dva monomery spojené polypeptidovym J fetézcem a
sekre¢ni slozkou, polypeptidem syntetizovanym epiteliemi.

e IgM - zpravidla se vyskytuje jako pentamer, nékdy hexamer. Pentamery obsahuji J fetézec. Tvofi bunéény receptor (BCR) na povrchu B
lymfocyti. Vyskytuje se také v krvi, nékdy v t€lnich sekretech. Je to prvni typ cirkulujicich protilatek, které se tvoii po setkéni
s antigenem.

e gD —rovnéz se nachazi na povrchu B lymfocytii (BCR). V malém mnozZstvi je v séru. Je to monomer.

e [gE — je pfitomen na membrané bazofilnich granulocytt a zirnych bunék. Ochrana proti parazitim. Je to monomer



Domény imunoglobulinovych Fetézcu

Souvisla aminokyselinova sekvence jakéhokoliv proteinu, ktera se vyznaduje specifickou funkei, se oznacuje jako doména proteinu. U
imunoglobulinii je kazda doména stabilizovana disulfidovou vazbou. Pfilehlé oblasti lehkych a tézkych fetézcii vytvéteji charakteristické
domény:

* Variabilni (V) doména je vytvofena asociaci variabilnich oblasti lehkého a t&Zkého fetézce (Vi a Vy). V doména je zodpovédna za

rozpoznani antigenu. Imunoglobulin ma strukturu ve tvaru Y, ve které ramena Y jsou identicka a kazdé rameno mé jednu kopii
V domény. Vytvéteni domén s rozdilnymi specifitami generuje schopnost reagovat na riizné antigeny.Celkovy po&et variabilnich oblasti
jak pro lehké tak pro t€Zké fetézce je odhadovan ve stovkach. Tak se protein vyznacuje maximdlni prizpisobivosti v oblasti zodpovédné
za vazbu antigenu.
* Asociace konstantnich oblasti vytvaii v molekule nékolik specifickych C domén. Prvni doména (C1) vznika z asociace konstantni oblasti
lehkého fetézce (Cy) s €asti Cyy konstantni oblasti tézkého fetézce. Dvé kopie této domény kompletuji ramena Y tvaru molekuly.
 Zaves (hinge) mezi rameny a nozi¢kou Y je vytvafeny interakci &asti téZkych fetézci. Existuje asi 10 typt tézkych fetézci. Na obraze je
ukéazana molekula, ve které kratka oblast ,,zavésu“ spojuje prvni konstantni doménu s dvéma dal$imi konstantnimi doménami, které jsou
vytvéfeny paralelnimi oblastmi tézkych fetézct Cy; — doména C2, a Cyy3 — doména C3.
¢ (imunoglobuliny IgD, IgG a IgA maji tézké fetézce 3, v, a, a maji tii domény - Cyy;, Cpz, C s ;

imunoglobuliny IgM a IgE maji tézké fetézce p a €, a maji &tyfi domény - Cyy, C i, C s a Cra)
Komplexni geny (supergeny; genové klastry — gene clusters)
Dalo by se pfedpokladat, Ze se po rodi¢ich dédi geny, které koduji jako i jiné strukturni geny polypeptidové fetézce, jez tvoii molekulu

imunoglobulinu. Ale neni tomu tak. D&di se jen segmenty téchto gend, které budeme oznacovat jako subgeny. Teprve spojovanim téchto

subgeni se pak podle vyvojového programu organizmu vytvaii béhem diferenciace lymfocyti geny, jejichz informace je preklidana do



primarni struktury lehkého nebo tézkého retézce. Geny, které se vytvari spojovanim subgent v riiznych kombinacich podle vyvojového
programu mnohobunééného organizmu, budeme nazyvat jako komplexni geny. Proces spojovani subgent v riiznych kombinacich se oznacuje
jako preskupovani subgenii. Pouziva se také oznaCeni somatické rekombinace (na rozliseni od meiotickych rekombinaci, které probihaji pfi
tvorbé gamet). Tento proces probiha pii diferenciaci kmenovych bunék na lymfocyty. Je zdkladnim zdrojem rozmanitosti protilatek, jelikoz
zodpovida za vznik riznych kombinaci subgent. Tyto kombinace piedstavuji geny pro lehké a tézké imunoglobulinové fetézce.
NiZe jsou uvedena pravidla, podle kterych se fidi proces pfeskupovani subgent:
1. Geny, které koduji lehké a tézké fetézce imunoglobulini se nedédi hotové, ale ve formé svych segmenti, které oznacujeme jako subgeny.
2. Geny kodujici lehké a tézké fetézce imunoglobulini se tvoii podle vyvojového programu organizmu v kmenovych buiikach spojovanim
subgent do riiznych kombinaci procesem pieskupovani subgentl.
3. Kazda doména lehkého i t€Zkého fetézce je kodovana specifickym subgenem.
4. Kromé subgenii kodujicich domény lehkych a tézkych fetézci se na vystavbé imunoglobulinového genu podileji jesté:
a) J-subgeny, z nichz kazdy koduje 13 az 17 koncovych aminokyselin variabilni oblasti jak u lehkych tak i t&zkych fetézci. Useky
kédované J-subgeny sousedi s konstantni oblasti. Existuji celkem &tyfi az pét J-subgent.
b) D-subgeny, z nichz kazdy koduje 1 az 15 aminokyselin tfetiho hypervariabilniho useku t&€Zkych fetézci. Existuje asi 30 D-
subgeni. Podileji se na kodovani jen tézkych fetézcl. Na chromozoémové DNA sousedi skupina subgenti ze strany levé
s poslednim V subgenem a z pravé strany s prvnim J-subgenem.
c) L-subgeny, coz jsou genové segmenty, které koduji signalni peptid lehkych i tézkych fetézcl. Kazdému V-subgenu predchazi L-
subgen, ktery je od V subgenu oddélen nekédujici sekvenci: Existuje tolik L subgend, kolik je V-subgen.
d) Pred kazdym L-subgenem se nachazi promotor, ktery je aktivni az po vytvofeni genu kodujiciho lehky nebo tézky fetézec.
5. Preskupovani, které vede k tvorbé geni pro lehké fetézce se déje tak, Ze se V-subgen spoji s J-subgenem za vylouceni (delece) celého
iseku mezi nimi, véetné viech V-subgent a J-subgent, které do tohoto konkrétniho spojeni nevchazeji. Zustava zachovana jen sekvence

mezi L a 'V, V aC. Takto se vytvoii gen pro lehky fetézec, ktery ma nasledujici strukturu:

L-VJ-C,



kde L, VJ a C jsou exony, poml&ky jsou introny.
6. Preskupovani, které vede k tvorbé genti pro tézké fetézce, se déje podobné. Rozdil je jen v tom, Ze se V-subgen spoji nejdiive s D-
subgenem a ten pak s J-subgenem za vylouceni (delece) celého iseku mezi nimi véetné viech V-subgent, D-subgent a J-subgent, které
do tohoto konkrétniho spojeni nevstupuji.. Ziistava zachovana jen sekvence mezi L a V, V a C. Takto se vytvoii gen pro t&zky fetézec,

ktery ma nasledujici strukturu:
L-VDJ-C,
kde L, VDIJ a C jsou exony, poml¢ky jsou introny
7. Kazdy B-lymfocyt obsahuje jeden komplexni gen pro lehky fetézec a jeden gen pro fetézec téZky. Oba geny jsou opatieny aktivnim
promotorem, odkud se prepisuji do hnRNA, ktera podléha posttranskripénim Gpravam na 5’- a 3"-konci a nakonec sesttihu. Vysledna

mRNA se piekladé do jedné molekuly imunoglobulinového fetézce, ktery se signalnim peptidem véze k endoplazmatickému retikulu. Po

uskute¢néni tohoto déje se peptid rozlozi.

Pieskupovani VDJC-subgeni je hlavnim zdrojem izasné rozmanitosti protilatek. (U mysi se potencidlne miZe vytvofit 576 000 000 kombinaci
predstavujici kompletni molekuly riiznych imunoglobulint.) Tento poet se jesté dramaticky zvySuje tim, Ze spojovani subgenti neprobiha &asto
presné, takZe se ve spojich nachazeji kodony pro jiné aminokyseliny, nez jaké by tam mély byt, kdyby spojeni probéhlo piesné. A koneéné,
dalsim zdrojem rozmanitosti protilatek jsou mutace (somatické hypermutace), které probihaji ve VJ-exonech, po stimulaci B lymfocytii
antigenem.
Tato protilatkova rozmanitost se tedy jevi jako vysledek tyfstupiiového procesu:
(1) existuje mnoho riznych subgenii (genovych segmenti), které vytvéteji variabilni oblast imunoglobulinu, a pfi preskupovani subgenii
se uplatiiuji ruzné kombinace. Tento mechanismus je podstatnou slozkou diversifikace variabilnich oblasti téZkych a lehkych fetézci.
(i)  Dal3im zdrojem kombina¢ni diversity je parovani riiznych kombinaci variabilnich oblasti téZkych a lehkych fetézci, které vytvateji
vazebné misto pro antigen.

(iii)  Dalsi diversifikace se vytvaii pfi spojovani riznych genovych segmenti jako vysledek rekombinaéniho procesu.



(iv)  Somatické hypermutace vnaseji do vytvofenych geni pro variabilni oblast bodové mutace. To je jediny zpiisob, kterym miize byt

ménéna specifita imunoglobulinu po rekombina¢nim vytvofeni funk&nich genii pro t&7ké a lehké fetézce.

Genovy klastr pro IgH (t€Zky fetézec) je u Eloveka lokalizovan na chromozému 14q32 (viz obrazy).
Genovy klastr pro IgLx (lehky fetézec kapa) je u ¢loveka lokalizovan na chromozému 2p12.

Genovy klastr pro IgLA (lehky fetézec lambda) je u lovéka lokalizovén na chromozému 22q11.

Hlavni histokompatibilitni komplex (MHC)

Je znamo, Ze pfi transplantaci organt, tkani a koznich $t&pti oby&ejné dochazi k odhojeni transplantétu. RovnéZ je zndmo, Ze ispésnost
transplantace je vetsi, jestlize darce je blizkym piibuznym pifjemce. Tato tkaiiova sluditelnost ma geneticky zaklad. Odhojeni je vysledkem
imunitni odpovédi uréované pfirozené se vyskytujicimi antigeny na povrchu bunék.

V tkanové slucitelnosti (histokompatibilité) se uplatiiuje mnoho genovych produkti, ale pro specifickou reakci bungk imunitniho systému
s antigenem mé zasadni vyznam hlavni histokompatibilitni komplex (MHC — main histocompatibility complex). Nachazi se pouze u vy3ich
zivotichi. U savel ma mé délku asi 3 500 kb (pfiblizng 3,5 cM) a obsahuje velky pocet genti. Hlavni histokompatibilitni komplex &lovéka se
oznatuje HLA komplex (podle human leukocyte antigens), skotu BoLA, prasete SLA, koné ELA, ovce OLA, atp. Molekuly kédované geny
MHC jsou lokalizoviny v bunéénych membrinach viech jadernych bunék (tj. nejsou piitomny na erytrocytech savcii). Uplatiiuji se pfi
piedkladéni antigent (peptidovych fragmenti) butikdm imunitniho systému a pfi rozpoznévani cizich a vlastnich komponent organizmu.

MHC komplex se sklid4 ze t¥i podoblasti — tiida I, tiida III a tfida IL. Geny tiidy Il se nepodileji na kodovani histokompatibilitnich
antigent, ale mnoho geni se uplatiiuje v dilezitych mechanizmech nespecifické imunity, jako jsou komponenty komplementu, genova rodina
TNF, genova rodina HSP70, a dalsi.

T lymfocyty mohou detekovat pritomnost intracelularnich patogent, protoZe infikované buiiky vylucuji na povrch peptidové fragmenty

z rozloZenych proteindi patogend. Peptidy vizané na molekuly tfidy I jsou rozpoznaviny T lymfocyty CD8, a peptidy vizané na molekuly



tiidy II jsou rozpoznavany T lymfocyty CD4. Infekéni agens se miize mnoZit v butice bud’ v cytosolu a propojeném jaderném prostoru, nebo
mnoho patogenich bakterii a néktefi eukaryontni paraziti se mnozi v endozémech a lyzozoémech. Buiky infikované baktériemi a viry mnozicimi
se v cytosolu jsou ni¢eny cytotoxickymi T burikami CD8. Funkei T lymfocyti CD8 je ni¢it infikované buiiky, ¢imz se zlikviduje zdroj novych
virovych ¢astic a baktérii a hostitel se zbavi infekce.

CD8 a CD4 (CD = cluster of differentiation) jsou molekuly glykoproteinii na povrchu T lymfocytii. Jsou charakteristické pro pFislusné t¥idy
MHC komplexu ( CD8 lymfocyty = exprese genii MHC tFidy I; CD4 lymfocyty = exprese geniit MHC tFidy II).

Molekuly MHC ttidy I a MHC tfidy II €lovéka jsou glykoproteiny na povrchu buiiky, které jsou podobné ve struktufe a funkci, ale lisi se ve
struktufe podjednotek. Molekuly tfidy I jsou vytvateny dvéma polypeptidovymi fetézci, a, neboli tézkym fetézcem, kddovanym v MHC
komplexu, a mensim, nekovalentné asociovanym fetézcem, B,-mikroglobulinem, ktery neni kddovany z MHC komplexu. Pouze o fetézec je
spojen s membranou. Molekula ma ¢tyfi domény; tfi jsou vytvafeny o fetézcem a jedna B,-mikroglobulinem. Vyznaénym rysem MHC molekul
je struktura a; a o, domén, které vytvareji zlabek, a to je vazebné misto pro vazbu peptidovych antigenti (obraz).

Molekuly MHC tfidy II jsou vytvafeny nekovalentnim komplexem dvou fetézct a (o) a az) a dvou fetézcl B (B a By). Jak a, tak B fetézec je
spojen s membranou. Struktura molekuly je podobna jako u molekul tfidy I (obraz). Zlabek pro vazbu peptidu vytvaieji subjednotky o, a B;.

Bude dostate¢né upozornit na tfi funkéni geny v MHC tiidé I, a to A, B a C (u prasete jsou to SLA3, SLA 2 a SLAI).

V MHC tfidé€ II jsou podoblasti DP, DQ a DR. Kazd4 z téchto podoblasti obsahuje dva funké&ni geny; jeden z nich kéduje a fetézec (geny
DPA, DQA a DRA) a druhy kéduje B fetézec (geny DPB, DQB a DRB)(u prasete gen DPB jesté nebyl identifikovéan) . Ve t¥id& II jsou jesté
nejméné tii dalsi podoblasti (DM, DN a DO). DM podoblast (DMA a DMB) kéduje o a B fetézce, které vytvéieji molekulu podobnou proteinu
tiidy II (a class II-like molecule), ktera se podili na modifikaci antigenu. DN podoblast obsahuje gen pro o fetézec (gen DNA — pozor! symbol
genu; u prasete neidentifikovan). DO podoblast obsahuje gen pro P fetézec (DOB).

Genomicka organizace MHC komplexu prasete (SLA komplex) a ¢lovéka je ukdzana na obrazech.

Vyzna¢nym rysem MHC systémii vech studovanych druhti je extrémni polymorfismus (napf. u ¢lovéka je 41 alel v A lokusu, 61 v B
lokusu, 18 v C lokusu a 60 v jednom z DRB lokusii). Dusledkem tohoto polymorfismu je, Ze téméf kazdy jedinec m4 unikatni MHC genotyp, a

prakticky je zanedbateln4 Sance, Ze dva nahodné vybrani jedinci budou mit stejnou sadu MHC alel. To je diivodem, pro¢ je obtizné najit



vhodného dérce pro transplantace organii. Kombinace alel jednotlivych genti se dédi jako haplotyp, protoze MHC lokusy se nachazeji v t&€sné
vazbe.

MHC komplex se uplatiiuje, kromé tkafiové inkompatibility, také v fizeni imunitni odpovédi, v rezistenci k n&kterym chorobam (nap.
Markova choroba u driibeZe), v reprodukci a ve vztahu k uzitkovosti. U prasat byl prokazan efekt SLA oblasti na znacny pocet vlastnosti, jako
hladina androstenonu (kan¢i pach), kvalita masa, rist, tloustka hibetniho $peku, obsah intramuskulérniho tuku, aktivita nékterych enzymu, vyvoj

reprodukénich organt u kanci a prasniek a nékteré dalsi.

Krevnéskupinové antigeny

Krevnéskupinové antigeny (erytrocytirni antigeny) jsou antigeny, které se nachzeji na povrchu éervenych krvinek. U hospodatskych
zvifat byly intenzivné studovany né€kolik desetileti. Vétsina téchto antigend jsou glykoproteiny, které existuji v riiznych forméch ligicich se
v sekvencich sacharidovych komponent vézanych na polypeptidovy fetézec. JelikoZ pipojovani sacharidovych komponent je vysledkem
enzymatického procesu, pri¢emzZ tyto enzymy jsou produkty gent, vyplyva z toho, Ze riizné erytrocytarni antigeny se d&di jako by samy byly
skute¢nymi produkty genti. Vechny erytrocytarni antigeny, které jsou vysledkem exprese alel jednoho genu, patii k jednomu
krevnéskupinovému systému. Obycejné jsou oznaovany riznymi pismeny nebo kombinacemi pismen.

U hospodarskych zvitat ve vétSin€ ptipadi nejsou v krvi pfitomny prirozené protilatky proti erytrocytarnim antigenim (vyjimkou je J systém
u skotu a A systém u prasat). Proto je tieba protilatky ziskat imunizaci erytrocyty v rimei druhu (izoimunizace). Testovani krevnich skupin
je pak zalozeno na vyuzZiti specifickych antisér (pfipravenych vysycovanim erytrocyty riiznych zvitat). Tak se ziskaji specificka antiséra proti
jednotlivym krevnim faktortim, a jejich pouzitim je mozZno identifikovat jednotlivé alely v krevnéskupinovych systémech.

Priklad krevnéskupinovych systémii u prasat je ukdzan na obraze.

Krevni skupiny nachézely doneddvna vyznamné uplatnéni pfi ovéfovéni piivodii hospodaiskych zvifat (u skotu, prasat a koni) a pfi Cetnych
genetickych aplikacich. V sou¢asné dobé byly prakticky nahrazeny DNA markery, zejména mikrosatelity a nékterymi jinymi DNA

polymorfizmy.



ERYTHROCYTE ANTIGENS IN PIGS
Systems Blood factors Alleles
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Fig. 3.13 Variable region genes are constructed from gene
segments. Light-chain variable region genes are constructed
from two segments (center panel). A variable (V) and a joining
(J) gene segment in the genomic DNA are joined to form a
complete light-chain variable-region gene. The constant region
s encoded in a separate exon and is joined to the variable-region
gene by RNA splicing of the light-chain message to remove the
Lto V and the J to C introns. Immunoglobulin chains are extra-
cellular proteins and the V gene segment is preceded by an
gxon encoding a leader peptide (L), which directs the protein
into the cell's secretory pathways and is then cleaved.

Heavy-chain variable regions are constructed from three gene
segments (right panel). First the diversity (D) and J gene
segments join, then the V gene segment joins to the combined
DJ sequence, all at the genomic DNA level. The heavy-chain
constant-region sequences are encoded in several exons: note
the separate exon encoding the hinge domain (purple). The
constant-region exons, together with the leader (L) sequence,
are spliced to the variable-domain sequence during processing
of the heavy-chain gene RNA transcript. Post-translational
alterations remove the L sequence and attach carbohydrate
moieties.



Pocty funk¢nich genovych segmentu (subgenii) pro variabilni oblasti
tézkych a lehkych retézcu lidského imunoglobulinu

Variable (V) 40 29 51
Diversity (D) O O 27
Joining (J) 5 4 6

Fig. 3.14 The numbers of functional
gene segments for the variable
regions of heavy- and light-chain

in human DNA. These numbers are
derived from exhaustive cloning and
sequencing of DNA from one individual,
excluding 44 pseudogenes. Owing to
genetic polymorphism, they will not be

the same for all humans.



Genomicka organizace genovych segmenti pro tézké a lehké retézce
imunoglobulinu ¢lovéka

L1 Vyt L2 Vy2 L3 VW3 [L i Yy 51 ]

A light chain

L1 Vi1 L2 V;2 S LV,-29 a1 Cii J;.2 Ci2 J:4 C:.4
K light chain

L1 Vil L2 W2 L3 W3 L Vx~40 Jx1-5 Cx
Heavy chain

JH1-6

.

Dyt1-27

Fig. 3.15 The genomic organization of the heavy- and
light-chain gene segments in humans. The upper row shows
the gene locus for the A light chain which has 29 functional V;,
gene segments and four pairs of functional J; segments and C,
genes. The x locus (middle row) is organized in a similar way,
with 40 functional Vi gene segments accompanied by a cluster
of five Jx segments but with a single Cx gene. The heavy-chain
gene locus (bottom row) has 51 functional VH gene segments
but, in addition, there is a cluster of around 27 Dx segments

lying between the 51 V1 gene segments and the 6 Ju gene
segments. The heavy-chain locus also contains a large cluster
of CH genes that will be described in Fig. 3.24. For simplicity we
have shown only a single CH gene in this diagram without
illustrating its separate exons, and have omitted pseudogenes.
This diagram is not to scale: the total length of the heavy chain
cluster is over 2 Megabases, while some of the D segments are
only six bases long. L, leader sequence.




Lokalizace genového klastru IGH na lidském chromozomu 14q32.3

IGH (Immunoglobulin Heavy)

Identity
Note The human IGH locus is located on the chromosome 14 at band 14q32.33, at the telomeric extremity of the long arm;
the orientation of the locus has been determined by the analysis of translocations, involving the IGH locus, in leukemia
and lymphoma
Hugo IGH@
Location 14q32.33
3
r 4
i )’ IGHC : 11
’ IGHJ :9
—~ /
1493| 5,5 321 /, IGHD : 27
32301, LGH IGHV : 123-129
er
LA 1250 kb
1 4 "\ | (170-176 genes)
5
for complete Figure, see: chromosome 14, IMGT (The International ImnMunoGeneTics information system ®) © Copyright 1995-
2003 IMGT, IMGT is a CNRS trademark
Note The human IGH locus is located on the chromosome 14 at band 14q32.33, at the telomeric extremity of the long arm;

the orientation of the locus has been determined by the analysis of translocations, involving the IGH locus, in leukemia
and lymphoma
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Organizace genového klastru IGH na lidském chromozomu 14q32.33 (2. ¢ast)

[GH

V-GENE: Green box: Functional; Yellow box: Open reading frame; Red: Pseudogene; Grey triangle: Not sequenced, not found.
D-GENE: Blug: Functional; Blue open box: Open reading frame.

J-GENE: Grey: Functional .

C-GENE: Blue: Functional; Blue dashed box: Open reading frame; Blue open box: Pseudogene.

GENES NOT RELATED: Purple open box: Pseudogene.
for compete Figure, see: locus IGH, IMGT (The International ImMunoGeneTics information system ®) © Copyright 1993-2003

IMGT, IMGT is a CNRS trademark
Description : ; .
o The human IGH locus at 14¢32.33 spans 1250 kilobases (kb). It consists of 123 to 129 IGHV genes, depending from
the haplotypes, 27 IGHD segments belonging to 7 subgroups, 9 IGH] segments, and 11 IGHC genes.
o Eighty-two to 88 IGHV genes belong to 7 subgroups, whereas 41 pseudogenes, which are too divergent to be
assigned to subgroups, have been assigned to 4 clans. Seven non-mapped IGHV genes have been described as
insertion/deletion polymorphism but have not yet been precisely located.
o The most 5'IGHV genes occupy a position very close to the chromosome 14 telomere whereas the IGHC genes are
in a more centromeric position.
o The potentiel genomic IGH repertoire is more limited since it comprises 38-46 functional IGHV genes belonging to
6 or 7 subgroups depending from the haplotypes 23 IGHD, 6 IGH), and 9 IGHC genes.
o Thirty-five [GH genes have been found outside the main locus in other chromosomal localizations. These genes
esignated as orphons cannot contribute to the synthesis of the immunoglobulin chains, even if they have an Open
Reading Frame (ORF). 9 IGHV orphons and 10 IGHD orphons have been described on chromosome 15 (15q11.2), and
16 IGHV orphons on chromosome 16 (16p11.2). In addition, one IGHC processed gene, IGHEP? is localised on
chromosome 9 (9p24.2-p24.1)
o This is so far the only processed Ig gene described. The total number of human IGH genes per haploid genome is
170to 176 (206 to 212 genes, if the orphons and the processed gene are included) of which 77 to 84 genes are



Genomicka mapa SLA komplexu (MHC komplex prasete)

Each locus is annotated according to type, orientation, and position within the SLA. The tiling path of the sequenced BACs is shown on the top
with overlaps shown in black. Below this, the distribution of repeats and C + G content across the region is shown. RNA genes identified using
Rfam and CpG islands are also depicted. Segment 1 illustrates the section of the HLA class | region that is absent in pig. Segment 2 illustrates the
HLA class 11l RCCX module absent in pig. Segment 3 highlights the porcine-specific BTNL cluster surrounding the centromere. Segment 4
illustrates the section of the HLA class Il region containing the DP loci that is absent from pig.
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Fyzicka mapa SLA komplexu (prase)
Black boxes: loci containing MHC-related
sequences. White boxes: loci without MHC-related sequences. From the long arm to the
short arm of chromosome 7, the order of the regions is class Il (1), class Il (lII)
and class | (I.
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Struktura molekuly MHC tridy I ¢lovéka

Fig. 4.3 The structure of an MHC class |
molecule, determined by X-ray crystallo-
graphy. Panel a shows a computer graphic
representation of a human MHC class |
molecule, HLA-A2, which has been cleaved
from the cell surface by the enzyme papain.
Panel b shows a ribbon diagram of that
structure. Shown schematically in panel
d, the MHC class | molecule is a hetero-
dimer of a membrane-spanning o chain
(43 000 Da), non-covalently associated
with Bz-microglobulin (12 000 Da), which
does not span the membrane. The o. chain
folds into three domains, .1, 2, and oa3.
The o3 domain and B2-microglobulin show
similarities in amino acid sequence to
immunoglobulin constant domains and
have a similar folded structure, while

the o1 and o2 domains fold together

into a single structure consisting of two
segmented o helices lying on a sheet of
eight antiparallel B-strands. The folding
of the o1 and o2 domains creates a long
cleft or groove, which is the site at which

peptide-binding

cleft N

peptide antigens bind to the MHC
molecules. The transmembrane region
and the short stretch of peptide that
connects the external domains to the
cell surface are not seen in panels a
and b as they have been removed by
the papain digestion. As can be seen in M
panel ¢, looking down on the molecule R
from above, the sides of the cleft are
formed from the inner faces of the two k@;
« helices, while the B-pleated sheet - e
formed by the pairing of the o1 and

o2 domains creates the floor of the cleft.

peptide-binding
cleft

peptide-binding 2
K

Cleft [3, - microglobulin

We shall use the schematic representation
in panel d throughout this text.

Photograph courtesy of C Thorpe. ‘ -




Struktura molekuly MHC tridy II ¢lovéka
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Fig. 4.4 MHC class Il molecules
resemble MHC class | molecules in
structure. The MHC class Il molecule

is composed of two transmembrane
glycoprotein chains, « (34 000 Da) and
3 (29 000 Da), as shown schematically in
panel d. Each chain has two domains,
and the two chains together form a
compact four-domain structure similar

to that of the class | molecule (compare
with panel d of Fig. 4.3). Panel a shows
a computer graphic representation of the
MHC class Il molecule, in this case, the
human protein HLA-DR1; panel b shows
the equivalent ribbon diagram. The o2
and B2 domains, like the o3 and [2-micro-
globulin domains of the MHC class |
molecule, have amino acid sequence
and structural similarities to immunoglobulin
constant domains; in the MHC class ||
molecule, the two domains forming the
peptide-binding cleft are contributed by
different chains, and are therefore not
joined by a covalent bond (see panels

c and d). Another important difference,
not apparent in this diagram, is that the
peptide-binding groove of the MHC

class Il molecule is open at both ends.
Photograph courtesy of C Thorpe.



GMO

Geneticky modifikovany organismus (GMO) je takovy organismus, jehoz
dédi¢ny material byl zménén genetickou modifikaci, t. j. cilenou zménou
dédi¢ného materialu zpiisobem, kterého se nedosahne prirozené — napr.
kriZzenim, Slechténim. Patfi sem napr. mutace, produkce transgennich zvirat,
aj.

GMO, do kterého byl metodami genového inZenyrstvi vnesen gen jiného
druhu, se oznacuje jako transgenni organismus.

Prenos genu do ZivoliSnych bunék

Zivolisné somatické buiiky maji omezeny vyvojovy potenciil a za normalnich
okolnosti nemohou byt vyuzity pro produkci transgennich zvirat.
Transformace zarodecnych bunék vyzaduje prenos do pluripotentnich nebo
totipotentnich bunék, jako vajiCka, casna embrya nebo izolované zarodecné
bunky (vyjimec¢né transformace embryonalni kmenové buniky nebo prenos
somatickych jader do enukleovanych oocytii). Zména genotypu vnesenym
transgenem muZe byt prechodna nebo stala, v zavislosti na typu vektoru a
osudu vnesen¢ho genetického materialu.




Ctyri strategie prenosu genu do Zivocisnych bunék:

- primy prenos fyzikalni transfekci (mikroinjekce, elektroporace, ultrazvuk nebo
bombardovani ¢asticemi). Mikroinjekce — injekce DNA do nékolika bunék v bunécné kulture, do
oocytii nebo bunék ¢asného embrya. DNA miZe byt injikovana primo do tkani nebo do krve
(kde je rychle degradovana). Elektroporace: Po vystaveni bunék kratkému elektrickému pulzu
se v bunécné membrané vytvori pory velikosti nanometri. Témito pory vstupuje do bunék
DNA, ktera je transportovana do jadra. Podobny mechanismus se uplatiiuje p¥i ultrazvukové
transfekci. Bombardovani ¢asticemi: Malé kovové ¢astice, na jejichz povrchu je DNA, se
»vystieluji® (napr. vysokym tlakem plynu nebo elektrickym nabojem) do cilové tkané.

- chemicky zprostiredkovand transfekce. Koprecipitit DNA/fosforeénan vdapenaty prilne k
burice a nasledné je internalizovan (endocyt6zou). DNA se pak uvolni a ¢ast pronikne do jadra a
muZe se exprimovat. Nizka ucinnost. Transfekce pii pouZiti rozpustnych komplexit
polykationtovych sloucenin (polyplexy), které vytvareji spontanni elektrostatické interakce s
DNA (nap¥. polyaminy — pozitivni naboj). Lipofekce: Pouziti smési kationtovych a neutralnich
lipidi, které mohou vytvaret stabilni komplexy s DNA. Ty interaguji s buné¢nou membranou a
nasledné se DNA dostava do bunky endocytozou.

- pFenos genui pomoci viriu (adenoviry, baculoviry, herpesvirus, retroviry aj.)

- pirenos genit pomoci bakterii (bactofection): (zejména u rostlin — Agrobacterium
tumefaciens). Tato bakterie byla pouZita pro pienos DNA i u ¢lovéka. Bakterie pronikne do
hostitelské zivoCiSné bunky, podlehne lyze a uvolni se plazmidova DNA. Plazmidova DNA se
pak dostane do jadra, kde se inkorporuje do hostitelského genomu a je exprimovana.




Dvé stadia transfekce:

- vneseni DNA do buiiky

- inkorporace do jadra a integrace do hostitelského chromozomu

VétSina transfektovanych bunék neintegruje cizi DNA. DNA se nachazi v jadie v
extrachromozomovém stavu, a kdyZ neobsahuje zacatek replikace, ktery je funk¢ni v hostitelské
burice, preziva jen kratkodobé a je postupné degradovana (prechodna, docasna transformace;

transient transformation). Jen v malé Casti transfektovanych bunék se DNA zabuduje do
genomu a vytvori novy geneticky lokus, ktery se bude dédit (stabilni transformace).

Witvdreni a viastnosti konstruktu (pro vysokou expresi transgenu)

- kromé koédujici sekvence je nutno pripojit:

- silny konstitutivni promotor

- nékdy je nutné vclenit intron (zejména pri vytvareni transgennich zvirat)

- vClenit polyadenylacni signal a pripojit nékolik set adenosinovych zbytki (poly(A)konec)
- odstranit zbyte¢né nekodujici sekvence (5" a 3’'UTR)

- optimalizovat sekvenci v blizkosti iniciaCniho mista pro translaci

- inkorporovat signal pro cilovou organelu (napr. sekvenci pro signalni peptid)

Selekcni marker — poskytuje viastnost, ktera umoziiuje transformovanym buikam preZit v
selekcnich podminkach.

Reportérovy gen — je soucdsti konstruktu. Koduje produkt, ktery mitZe byt prokadzan pri pouZiti
jednoduchého a levného testu. Testy pro zjiSt ovani aktivity reportérového genu jsou kvantitativni,
takZe mohou byt pouZity pro zjisSt’ovani ucinnosti transformace (napr. bioluminiscenéni markery —
luciferaza nebo zeleny fluoreskujici protein).







