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|. Cil metodiky

Cilem predlozené metodiky bylo ovéfit existenci polymorfisml vybranych kandidatnich lipogennich
genl v populaci ¢eského strakatého skotu, optimalizovat metodiku stanoveni téchto polymorfisma,
urcit Cetnosti alel a genotypu, kvantifikovat vztah genotypu a fenotypového zastoupeni mastnych
kyselin v tukové tkani. DalSim cilem bylo formulovat moznosti vyuziti téchto vysledku pfi upravach
Slechtitelského programu Ceského strakatého skotu s ohledem na zlepSovani parametri kvality
masa.

ll. Vlastni popis metodiky

I.1. Uvod

Cesky strakaty skot je nejpocetn&jsim plemenem chovanym na Gzemi Ceské republiky. S poétem
kus( témeér 473 tisic tvofila v r. 2012 populace ¢eského strakatého skotu 48,1 % celkového stavu
dojnych a kombinovanych plemen (véetné kfizencu) (Kvapilik et al., 2012). Hlavnim cilem chovu
Ceského strakatého plemene je intenzivni, stabilni a hospodarna produkce miéka a masa vysoké
kvality. Ve vyhledu Slechtitelského programu plemene se dale pocita s tim, ze v souladu s
pozadavky evropského trhu na kvalitu a zdravotni nezavadnost produktli chovu skotu bude v
procesu Slechténi podstatné vétsSi ddraz kladen na uginné zlepSovani kvalitativnich parametrt
mléka a masa (SCHCSS, 2012). Jednim z ddleZitych ukazatel kvality masa, ktery je z velké &asti
podminén geneticky, je slozeni mastnych kyselin (MK). Existuji dikazy, ze nékteré MK mohou
pfispivat ke vzniku kardiovaskularnich onemocnéni, jiné jsou naopak pro zdravi konzumenta
prospédné. Skladba MK navic vyznamné ovliviiuje senzorické a technologické vlastnosti masa
(pevnost tukové tkané). Lze oekavat, ze objasnéni role genu ucastnicich se procesu lipogeneze
povede k rozvoji testd DNA, pomoci kterych bude mozné selektovat na profil MK a predikovat
potencial jednotlivych zvifat k produkci masa se specifickym slozenim MK v mase (Shingfield et
al., 2013).

[1.2. Literarni prehled

Il. 2.1. Vyskyt mastnych kyselin v tukové tkani skotu

Tukova tkan se v téle skotu vyskytuje v podobé tuku podkozniho, mezisvalového, vnitrosvalového
(intramuskularniho), a vnitfniho (organového). Jeji mnozstvi je znacné variabilni, pro vyzivu
bunék mezi svalovymi vlakny a snopci (tzv. neutraini lipidy tvofici mramorovani masa) anebo jako
strukturalni fosfolipidy (polarni lipidy) a cholesterol. Podil intramuskularniho tuku zavisi na fadé
faktoru (napf. pohlavi, vék, plemeno, vyZiva, typ svalu) a nej¢asté&ji se pohybuje v rozpéti od 1 do
10 g/100 g svalové tkané.

Z pohledu lidské vyzivy jsou nejvyznamnéjsi slozkou lipidu obsazenych v potravinach MK. Jedna
se o vysSi monokarboxylové kyseliny, které se podle pfitomnosti dvojné vazby déli na nasycené
(SFA; zadna dvojna vazba), mononenasycené (MUFA; jedna dvojna vazba) a polynenasycené
(PUFA; vice dvojnych vazeb). Z hlediska prostorové konfigurace existuji cis (vétSina) anebo trans
MUFA. V pfipadé PUFA je duleZita i poloha prvni dvojné vazby od koncové methylové skupiny a
rozliSovany jsou PUFA fady n-3 (w-3) a PUFA Fady n-6 (w-6). V mase se vyskytuji zejména MK se
stfedni az dlouhou délkou uhlikového fetézce (12 — 22 atomd uhliku v molekule) (Wood et al.,
2008). Nutricné vyznamné MK obsazené v lipidech hovéziho masa jsou uvedeny v Tabulce 1.



Tabulka 1: Nutricné vyznamné MK obsazené v lipidech hovéziho masa

Systematicky C Schematicka . .
) Trivialni nazev Zarazeni
nazev zkratka
dodekanova laurova C12:0 SFA
tetradekanova myristova C14:0 SFA
hexadekanova palmitova C16:0 SFA
oktadekanova stearova C18:0 SFA
tetradecenova myristolejova Cl4:1 n-5 MUFA
hexadecenova palmitolejova C16:1 n-7 MUFA
oktadecenova olejova C18:1 n-9 MUFA
oktadecenova vakcenova C18:1 n-11 trans trans MUFA
oktadekadienova linolova C18:2 n-6 PUFA n-6
eikosatetraenova arachidonova C20:4 n-6 PUFA n-6
oktadekatrienova a-linolenova C18:3 n-3 PUFA n-3
eikosapentaenova EPA C20:5n-3 PUFA n-3
dokosapentaenova klupanodonova C22:5n-3 PUFA n-3
dokosahexaenova DHA C22:6 n-3 PUFA n-3
oktadekadienova konjugovana CLA c9, t11 PUFA

linolova cis 9 trans

11
oktadekadienova konjugovana CLA 110, c12 PUFA

linolova trans 10

cis 12

V zastoupeni MK v mase existuji mezi jednotlivymi druhy hospodafskych zvifat pomérné vyrazné
rozdily. Porovnani podilu hlavnich MK vyskytujicich se v hovézim, jehné¢im, vepfovém a kufecim
mase a ve vejcich je uvedeno v Tabulce 2. Tukova tkan prezvykavcl se vyznacduje vysokou
koncentraci nasycenych MK (SFA), zatimco podil polynenasycenych MK (PUFA) je pomérné
nizky. PfiCinou je proces biohydrogenace v bachoru, pfi kterém je znacna ¢ast PUFA z krmiva
pomoci bachorovych mikroorganisml hydrogenovana na pfislusné SFA, které se posléze ukladaji
v tukové tkani zvifete.

Pfestoze je hovézi maso vyznamnym zdrojem nékterych Zivin, zejména biologicky hodnotnych
bilkovin, vitaminG (hlavné skupiny B) a stopovych prvkl (Zelezo, selen, zinek) (Biesalski, 2005), je
jeho konzumace c¢asto kritizovana z dlvodu nevhodné skladby mastnych kyselin. Nejvice
zastoupenymi MK v tukové tkani skotu jsou kyseliny olejova (C18:1 n-9), palmitova (C16:0) a
stearova (C18:0). Pravé kyseliny palmitova spolu s myristovou (C14:0) a laurovou (C12:0) a
rovnéz trans MK jsou nej¢astéji zmifiovany pro svoji schopnost zvysSovat hladinu ,$patného” (LDL)
cholesterolu v krvi a jsou proto spojovany s rizikem vzniku srde€né cévnich onemocnéni. Ta pfitom
dlouhodobé predstavuji hlavni pfi€inu umrtnosti v hospodarsky rozvinutych zemich (Salter, 2013).
Kyselina stearova je zpohledu vlivu na koncentraci krevniho cholesterolu povazovana za
neutralni, zatimco MUFA a zejména PUFA n-3 podle nékterych studii hladinu LDL cholesterolu
dokonce snizuji (Nicklas et al., 2012). | to je duvod, pro€¢ byly v minulosti stanoveny hladiny
doporu€eného pfijmu tuku a MK, které byvaji pravidelné aktualizovany (Tabulka 3).



Tabulka 2: Hlavni MK obsazené v intramuskularnim tuku hovéziho, jehnéciho, veprového
a kufeciho masa a ve vejcich (g/100 MK celkem)

Hovézi Jehnédgi Veprové Kufeci Vejce
C4:0 - C10:0 ND? 0,3 ND ND ND
C12:.0 ND 0,5 ND ND ND
C14:0 2,5 52 ND ND ND
C16:0 24,6 21,7 22,8 20,4 24,0
C18:.0 15,0 17,6 12,4 6,0 8,4
Trans MK 3,6 8,2 0,5 0,8 1,3
C18:1 n-9 39,1 32,3 37,4 42,7 42,8
C18:2 n-6 2,8 1,8 14,8 16,6 17,2
C18:3 n-3 0,8 1,2 1,4 2,6 0,9
C20:4 n-6 0,5 0,5 1,1 0,4 ND
C20:5n-3 0,3 0,3 0,3 ND ND
C22:5n-3 0,5 0,4 0,5 0,4 ND
C22:6 n-3 ND 0,1 0,3 0,4 ND

Zdroj: Woods and Fearon (2009)

% ND - nebyla detekovana

Tabulka 3: Doporu€ena uroven pfijmu tuku celkem a mastnych kyselin ve vyzivé ¢lovéka (Food
and Agriculture Organization a World Health Organization)

] Doporuceny pfijem
Tuk/Skupina MK . _
(% pfrijaté energie)

Tuk celkem 25-35
Nasycené MK (SFA) <10
Mononenasycené MK (MUFA) Dopocitany rozdil®
Polynenasycené MK (PUFA) 9-11
PUFA n-6 25-9
PUFA n-3 05-2
Trans MK <1

Zdroj: Salter (2013)
EMUFA = tuk celkem — SFA — PUFA — Trans MK



Il. 2.2. Zmény slozeni MK v mase prostrednictvim vyzivy

Roste podil konzumentu, ktefi se zajimaji o plvod, sloZzeni nebo zdravotni nezavadnost potravin.
Zastoupeni MK je proto vénovana znacna pozornost a jsou hledany zpusoby, jak ho zménit.
Jednou z Casto vyuzivanych metod je vyziva vykrmovanych zvifat. U pfezvykavcu je v tomto
pfipadé limitujicim faktorem rozsah lipolyzy a biohydrogenace MK obsazenych v krmivu v bachoru.
S vétSim ¢&i menSim uspéchem byvaji v riznych vykrmovych strategiich vyuZivana krmiva s
vysokym obsahem PUFA n-3 jako napf. rizné druhy pastevni a konzervované pice, rostlinné oleje,
semena olejnatych plodin, rybi oleje nebo produkty z morskych fas. Rovnéz jsou vyuzivany riizné
zpusoby ochrany lipidovych dopliikli pred biohydrogenaci PUFA v bachoru prezvykavcl
(Shingdfield et al., 2013). Zkrmovani krmiv s vysokym podilem zejména kyseliny linolenové (C18:3
n-3) lze povazovat za pomérné ucinny nastroj pro modifikace MK v mase hospodarskych zvifat
(De Henauw et al., 2007).

Il. 2.3. Zmény slozeni MK v mase prostrednictvim genetickych faktort

| pfi shodnych podminkach prostfedi, kdy zvifata stejného pohlavi pochazeji ze stejného
produkéniho systému, jsou vykrmovana prostiednictvim identické krmné davky a jsou porazena
v podobném véku a porazkové hmotnosti se v zastoupeni MK v tukové tkani mezi rdznymi
plemeny skotu nebo jedinci téhoz plemene vyskytuji pomérné vyznamné rozdily. Ty maji zfejmé
geneticky zaklad a jsou odrazem rozdili v genotypu, expresi genu a proteind nebo aktivity
enzyml, které se podileji na syntéze, pfeméné nebo transportu MK v organismu (De Smet et al.,
2004). Rozdily mezi plemeny v profilu MK byly zjistény v fadé zahrani¢nich studii (napf. Sexten et
al. (2012)), ale i v naSich predchozich pracich (Bures et al., 2006; Barton et al., 2010).

Pro jednotlivé MK nebo skupiny MK zastoupené v tukové tkani byly u riznych plemen skotu
odhadnuty genetické parametry. Pfehled koeficientl dédivosti pfevzatych z téchto studii je uveden
v Tabulce 4.

Tabulka 4: Koeficienty dédivosti nékterych MK tukové tkané skotu

Zrak RUzna plemena Japonské ¢erné Japonské &erné
(Kelly et al., 2013) (Inoue et al., 2011) (Nogi et al., 2011)
C14.0 0,55+0,12 0,82+0,10 0,7040,09
Cl4:1 n-5 0,51+0,12 0,86+0,10 0,60+0,09
C16:0 0,43+0,11 0,65+0,09 0,65+0,09
C16:1 n-7 0,38+0,11 0,66+0,10 0,76+0,09
C18:0 0,44+0,11 0,7110,10 0,59+0,09
C18:1 n-9 0,56+0,12 0,7310,09 0,78+0,09
C18:2n-6 0,06+0,07 0,34+0,08 0,58+0,58
C18:3n-3 0,00+0,00 0,00+0,01
SFA 0,54+0,12 0,66+0,09
MUFA 0,53+0,12 0,66+0,09 0,68+0,09
PUFA 0,05+0,07 0,47+0,08

Koeficienty dédivosti dosahuji stfednich az vys8ich hodnot, zatimco genetické korelace mezi
obsahem MK a sloZenim jate¢ného téla jsou nizké, z ¢ehoZ vyplyva, Ze selekce na obsah MK



v tuku u skotu a tedy na maso s modifikovanym profilem MK je v praxi mozna i bez negativniho
dopadu na dalsi uzitkové znaky (Nogi et al., 2011).

Jednou z pfi€in geneticky podminéné proménlivosti skladby MK v tukové tkani skotu maze byt
vyskyt polymorfismU u kandidatnich gend, které kéduji enzymy podilejici se na fyziologickych
procesech spojenych s absorpci, syntézou nebo desaturaci MK, nebo které jako transkrip&ni
faktory reguluji expresi lipogennich gend. Tyto polymorfismy (existence vice alelovych variant)
mohou, ale nemusi mit vliv na funkénost genll a nasledné aktivitu pfislusnych enzym(. Aby mohly
byt tyto vztahy vyuzity v ramci Slechtitelskych postupl nebo produkénich systému, je nutné
prokazat relevantnost pfislusnych genud ve vztahu k parametrim kvality masa a dikladnégji
prozkoumat mechanismy jejich funkce.

[1.3. Experimentalni €ast

[l. 3.1. Material a metodika

1. 3.1.1. Odbér vzorku

U studii, ve kterych je analyzovana existence polymorfismi pfedem uréenych genu a vztah mezi
genotypem a fenotypovymi znaky zvitete, je velmi dllezity vybér populace, ve které se sledovani
provadi. Cilem naS$i prace bylo potvrdit existenci polymorfismd v nékterych lipogennich genech
UCastnicich se procest absorpce, syntézy nebo desaturace MK, které byly dfive zjiStény u jinych
plemen a populaci skotu, a urcit vliv jednotlivych genotypu na profil MK ve svaloviné a podkoznim
tuku Ceskeého strakatého skotu.

Bylo tedy nutné ziskat dostateCny pocet vzorkd pro genetické a chemické analyzy od zvifrat, u
kterych byly v co nejvy3Si mife potlateny negenetické vlivy, které zastoupeni MK rovnéz
vyznamné ovliviiuji. Vzorky proto byly odebirany od byku ze stanice vykrmnosti &eského
strakatého skotu, kde jsou zjiStovany parametry vykrmnosti a jateCné hodnoty potomstva
plemennych bykl. Na zakladé metodiky testu se na stanici nakupuje 14-17 byckl po jednotlivych
otcich ve véku do &tyf tydnd. Odchov a vykrm probihaji v identickych podminkach volného ustajeni
a vyzivy az do dosazeni véku 530 dn0, kdy jsou zvifata porazena. Po porazkach byly na jatkach
ziskavany vzorky svaloviny z m. longissimus thoracis (n = 634) na urovni 8. zebra (100 - 150 g) a
podkozniho tuku (n = 421) z oblasti hrudi (40 - 60 g). Vzorky poslouZily jako zdroj genomické DNA
a zaroven u nich bylo pomoci plynové chromatografie stanoveno zastoupeni jednotlivych MK
(9/100 g MK celkem). Zaroven byly o téchto zvifatech shromazdovany dalsi informace (puvod,
datum narozeni, ukazatele rGstu v pribéhu testu, porazkova hmotnost, hmotnost jate¢né
upraveného téla).

II. 3.1.2. Detekce polymorfismu

Geneticky polymorfismus — variabilita v sekvenci DNA - je pfi€inou velké ¢asti genetické variability
organizmu. Efekt ucinku jednotlivych genetickych variant je Casto velmi odliSny a v mnoha
pfipadech neni znam. NejCastéji ovliviiuji polymorfni varianty expresi urcitého genu nebo zménou
jeho struktury ovliviiuji jeho aktivitu. Pro vS8echny asociaCni studie je stanoveni polymorfismu
nezbytnym prvnim krokem.

V nasi praci byl analyzovan vztah mezi slozenim mastnych Kkyselin intramuskularniho a
podkozniho tuku bykl plemene Ceské strakaté a genotypy nékterych lipogennich gen(. Jednalo se
o nasledujici geny a polymorfismy: diacylglycerol acyltransferase 1 (DGATIL;
g.10433_10434delinsAA), fatty acid binding protein 4 (FABP4; c.220A>G), fatty acid synthase
(FASN; ¢.16024G>A, 9.17924A>G), peroxysome proliferator-activated receptor-y coactivaror-1a



(PPARGCI1A; c.1790+514G>A, ¢.1892+19C>T), stearoyl-coenzyme A desaturase 1 (SCD1;
€.878C>T), sterol regulatory element binding protein-1 (SREBP-1; 84-bp del) a signal transducer
and activator of transcription 5A (STAT5A; g.9501G>A).

Prvni krok pro stanoveni genotypu je izolace genomické DNA z biologického materialu. My jsme
pouzili vzorek svaloviny, ktery byl odebran v pribé&hu porazky zvifat na jatkach. Tento postup se
nam osveédcil pro vysokou kvalitu ziskané DNA i pro nenaro¢nost odbéru. Pro izolaci byla pouzita
Cast svaloviny, ktera je odebirana pro stanoveni obsahu mastnych kyselin a dali analyzy. Odbér
tak ma vysokou efektivitu a nedochazi k opakovanému rudeni zvifete. Pro pfipadné potifeby zmény
metodiky jsme ovéfili i moznost izolace DNA z tvarovych stérl a krve. V obou pfipadech byly tyto
alternativni postupy pouzitelné. DNA byla izolovana z 50 mg svaloviny metodou NucPrep®
Chemistry na pfistroji 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems).

Il. 3.1.2.1. Stanoveni polymorfismu v genu SCD1 (¢c.878C>T)

Cilova oblast DNA byla namnozZena pomoci polymerazové fetézové reakce PCR. Cilova oblast je
vymezena kratkymi, specifickymi fragmenty DNA — primery. Tyto primery jsme prevzali z literatury
(Taniguchi et al., 2004) a jejich sekvence je nasledujici: Horni primer (forward) scd-F878
ATGTATGGATACCGCCCTTATGAC a dolni (reverse) primer scd-R878
TTCTGGCACGTAACCTAATACCCTAAGC. Poté jsme optimalizovali teplotni profi PCR
nasledovné: Uvodni denaturace 95 °C po dobu 5 minut, nasledovalo 35 cyklt denaturace 95 °C 20
vtefin, 60 °C anelace 30 vtefin a 72 °C elongace 30 vtefin, na zavér 72 °C finalni elongace 3
minuty. PCR byla provadéna v termocykleru T-Gradient (Biometra) a reakcni slozeni 15 pl reakéni
smési bylo nasledujici: 0,16 uM obou primert, 20 — 80 ng DNA, 1x PPP master mix (Top Bio) a
voda do objemu 15 ul.

Naslednym krokem bylo $tépeni pomoci restrikEni endonukleazy - restriktazy SAT |. Tyto enzymy
rozpoznavaji specifickou sekvenci DNA a v pfipadé jejiho nalezeni pferusi (roz§tépi) viakno DNA.
Slozeni Stépici reakce bylo nasledujici: 5 yl produktu PCR, 1 yl G — pufru (Fermentas), 0,5 ul SAT
I, 0,5 pl nanaseci barvy a voda do objemu 14 pl. Takto pfipravena smés se inkubovala pfes noc pfi
teploté 37 °C.

Poslednim krokem byla separace $tépnych produktli pomoci agarézové elektroforézy. Pouzivali
jsme 2 % agar pro PCR (Top Bio), ktery byl barveny ethidium bromidem. Hotové gely byly foceny
dokumentacnim systémem (Alpha Digi Doc) s pomoci UV iluminatoru a poté hodnoceny (Obr. 1).

Obr. 1: Genotypovani SCD1 — zleva nanaSen produkt PCR, poté produkt §tépeni
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

Pozice: 1, 5, 6, 7 — genotyp AA,; 2, 3 — genotyp VV a pozice 4, 8, 9 — genotyp VA, M je velikostni
standard.



II. 3.1.2.2. Stanoveni polymorfismu v genu SREBP-1 (84-bp del)

Polymorfismus SREBP-1 (84-bp del) byl genotypovan metodou PCR-AFLP, neboli alelicky
specifické PCR. Pro amplifikaci byly pouzity primery (Hoashi et al., 2007):

INT5-F-50-CCACAACGCCATCGAGAAACGCTAC-30;
INT5-R-50-GGCCTTCCCTGACCNCCCAACTTAG-30

Podminky PCR jsou shodné s amplifikaci SCD878. PCR produkty jsou pfimo po amplifikaci
separovany na 2% agarézovém gelu barveném ethidium bromidem.

II. 3.1.2.3. Stanoveni ostatnich polymorfism(

Ostatni genotypy v genech DGAT1 (g.10433 10434delinsAA), FABP4 (c.220A>G), FASN
(9.16024G>A; g.17924A>G), PPARGC1A (c.1790+514G>A; ¢.1892+19C>T) a STAT5A
(9.9501G>A) byly stanovovany pomoci TagMan MGB sond metodou real-time PCR v pfistroji 7500
fast realtime systém (Life technologies). Pro stanoveni genotypl byla vyuzita DNA pfipravena
shodné jako v predchozich pfipadech (stfidani denaturace pfi 95 °C a anelace + elongace pfi 60
°C) za souCasného meérfeni fluorescencniho signalu znacenych sond (reportért). Podle vysledné
hodnoty naméfené fluorescence byl pfimo odecten genotyp. Sekvence primert a sond je uvedena
v Tabulce 5.

Il. 3.1.3. Vypocty a statistické analyzy

Frekvence alel a genotypl a vazebna nerovnovaha mezi mutacemi vyskytujicimi se v ramci
jednoho genu byly poéitany pomoci software PowerMarker v.3.25 (Liu and Muse, 2005).
K asociaCni analyze mezi jednotlivymi genotypy a sloZzenim MK intramuskularniho a podkozniho
tuku bylo pouzito smiSeného linearniho modelu procedury MIXED programu SAS. V modelu byly
zohlednény nahodné efekty plemenika a porazkového dne a pevny efekt prislusného genotypu.

Vypocet skupin MK:

SFA =C14:0+ C16:0 + C18:0

MUFA =Cl14:1 n-5+C16:1 n-7 + C18:1 n-7 + C18:1 n-9 + C18:1 n-9t + C18:1 n-11t

PUFA = C18:2 n-6 + C20:3 n-6 + C20:4 n-6 + C22:4 n-6 + C18:3 n-3 + C20:5 n-3 + C22:5
n-3 + C22:6 n-3

Vypocet aterogenniho indexu:
Al =(C12:0 + 4 x C14:0 + C16:0)/(MUFA + PUFA) (Chilliard and Ferlay, 2004)
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Tabulka 5: Sekvence pouZitych primer(

Polymorfismus

FABP4 c.220A>G

Forward Primer Seq
Reverse Primer Seq.

CACCATTAAATCAGAAAGCACCTTT
TTCTTTATTTCTCACCTTGACTTTCCT

Reporter 1 Sequence CAGGAATTTGATGAAGTC

Reporter 2 Sequence AATTTGATGAAATCACTCC

Forward Primer Seq CAGGGTGCATACAGGACAGT

Reverse Primer Seq. TGCACTCACTGCCAAGCA
STATSA g.9501G>A Reporter 1 Sequence CTCCGTTGGGCCC

Reporter 2 Sequence TCCGCTGGGCCC

Forward Primer Seq GCAGGTCCTGGTGTCCAC

Reverse Primer Seq. GGCGGCCTCAGTGATAAGG
FASN g.16024G>A Reporter 1 Sequence ACGTCAGCACACTGG

Reporter 2 Sequence CGTCAGCGCACTGG

Forward Primer Seq CTCCACCACCGTGTTCCA

Reverse Primer Seq. CCTGTACACTGTAGGCCATAGGT
FASN g.17924A>G Reporter 1 Sequence CCTGGCCACCAAGC

Reporter 2 Sequence CTGGCCGCCAAGC

Forward Primer Seq CGCTTGCTCGTAGCTTTGG
DGAT1 Reverse Primer Seq. CGCGGTAGGTCAGGTTGTC
0.1043_1044delinsAA * Reporter 1 Sequence CGTTGGCCTTCTTAC

Reporter 2 Sequence TTGGCCGCCTTAC

Forward Primer Seq GGCGGCCCAGGTAATGAT

Reverse Primer Seq. ACATTTTGTCATCTACTCGAGGGATAAGA
PPARGC1A c.1892+19C>T Reporter 1 Sequence ACGTTCGCCTCCCTC

Reporter 2 Sequence ACGTTCGCTTCCCTC

Forward Primer Seq GAAAGCCGGTTTATGTTAAGACAGA
PPARGCI1A Reverse Primer Seq. CAAAAAGGGCATTTGCAACTG
€.1790+514G>A Reporter 1 Sequence ATGCTGATAAACTGAGT

Reporter 2 Sequence TCATGCTGATAAACTGGGT

& Schennink et al. (2007)

Il. 3.2. Vysledky a diskuse

II. 3.2.1. Funkce zkoumanych kandidatnich gent, frekvence genotypt a minoritni alely

VSechny geny, které jsme zahrnuli do nasi analyzy, bud koduji enzymy podilejici se na
fyziologickych procesech spojenych s absorpci, syntézou nebo desaturaci MK, nebo jako
transkripéni faktory reguluji expresi lipogennich genu. Lze je tedy povazovat za kandidatni geny
potencialné ovliviujici zastoupeni MK v tukové tkani skotu.

e SCD1: Kdduje enzym stearoyl-CoA desaturase (SCD), ktery je zodpovédny za pfeménu SFA
na pfislusné MUFA inzerci dvojné vazby na pozici mezi uhliky 9 a 10. Tento enzym se rovnéz
podili na endogenni produkci isomeru cis 9 trans 11 konjugované kyseliny linolové (c9 t11
CLA).

e FASN: Kéduje enzym fatty acid synthase (FAS), prostfednictvim kterého jsou z acetyl-CoA a
malonyl-CoA syntetizovany SFA az do poctu 16 uhlika.
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o DGAT1: Koduje enzym diacylglycerol acyltransferase 1 (DGAT1), ktery hraje kliCovou ulohy
pfi syntéze triacylglycerold.

e FABP4: Kbéduje enzym FABP4, ktery se uCastni procesu hydrolyzy lipidd a intracelularniho
pfenosu mastnych kyselin.

e  STATS: Transkripéni faktor s regulacni ulohou v procesu adipogeneze.
e SREBP-1: Transkrip&ni faktor, ktery reguluje expresi lipogennich gent v tukové tkani.

o PPARGC1A: Transkripcni faktor hrajici komplexni ulohu pfi regulaci syntézy a metabolismu
tukd.

Oblast vyskytu jednotlivych polymorfism( a zastoupeni genotypl a minoritni alely jsou uvedeny
v Tabulce 6. Alelické a genotypové frekvence se mohou liSit mezi jednotlivymi plemeny nebo
populacemi skotu, coz se potvrdilo i v naSem sledovani. Na rozdil od studii, ve kterych byly pouZzity
populace holstynského a japonského &erného plemene (Hoashi et al.,, 2007; Schennink et al.,
2007), frekvence minoritni alely byla v nami zkoumané populaci ¢eského strakatého skotu velmi
nizka (<0.1) u polymorfismi gentt DGAT1, SREBP-1 a PPARGC1A (c.1790+514G>A), coz se
projevilo v nizkém poc¢tu homozygotnich zvifat a pro tyto polymorfismy tedy nebylo mozné provést
plnohodnotnou asociaéni analyzu.

Tabulka 6: Frekvence genotypl a minoritni alely (FMinA)

Gen Polymorfismus Oblast Frekvence genotypd FMinA
DGAT1 0.1043_1044 BTA14 Exon8 AA AK KK K
delinsAA 0.89 0.11 0.00 0.06
FABP4 C.220A>G BTA 14 Exon 2 Il v VvV I
0.24 0.49 0.27 0.49
FASN 0.16024G>A BTA19 Exon 34 AA AT T T
0.60 0.35 0.05 0.23
FASN 0.17924A>G BTA19 Exon 39 TT TA AA T
0.09 0.35 0.56 0.26
PPARGC1A  c.1892+19C>T BTA6 Intron9 CcC CT T T
0.71 0.27 0.02 0.15
PPARGC1A  c.1790+514G>A BTA6 Intron 8 GG GA AA A
0.81 0.19 0.00 0.10
SCD1 c.878C>T BTA S5 Exon 5 AA AV VvV \%
0.29 0.48 0.23 0.47
SREBP-1 84-bp Del BTAS5 Intron5 LL LS SS S
0.83 0.16 0.01 0.09
STAT5A g.9501G>A BTA 19 Intron 9 GG GA AA G

0.10 0.42 0.48 0.31

II. 3.2.2. Vliv genotyptl na zastoupeni MK v intramuskularnim a podkoznim tuku

Zvifata pouzita v naSem sledovani byli byci stejného plemene, jejichz odchov a vykrm byl
realizovan ve stejnych podminkach, a ktefi byli porazeni v téméf shodném véku. Pfesto byly
variaCni koeficienty pro obsah jednotlivych MK, skupin MK a vySi aterogenniho indexu
v intramuskularnim i podkoznim tuku pomérné vysoké a pohybovaly se v rozpéti od 5 do 43 %
(Tabulka 7). Je zfejmé, Ze urcita cast této variability je podminéna genetickymi faktory.
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Tabulka 7: Priméry (Mean), smérodatné odchylky (STD), variacni koeficienty (CV), minimalni
(MIN) a maximalni (MAX) hodnoty sledovanych znakl v intramuskularnim (n=634) a podkoznim
tuku (n=421)

Intramuskularni tuk PodkozZni tuk

Mean STD CV (%) MIN MAX Mean STD CV (%) MIN MAX
Cl14 0 2,6 0,47 18,3 15 4,3 2,9 050 17,4 15 4,6
Cl14 1 N5 0,4 0,13 351 0,1 1,1 1,3 0,41 30,8 0,4 2,6
C16_0 26,0 1,85 7,1 20,5 31,0 2477 2,06 8,4 18,4 29,9
Cl16_1 N7 2,6 0,51 19,9 1,2 4,3 6,5 142 219 3,4 11,3
C18 0 189 2,04 108 135 254 105 1,99 189 5,6 17,0
C18 1 N9 371 283 7,6 27,9 46,0 449 2,80 6,2 36,9 52,8
C18_2 N6 4,7 1,84 395 1,7 13,0 2,0 0,38 19,3 1,0 3,6
C18 3 N3 0,6 0,17 28,3 0,3 1,3 0,4 0,07 19,2 0,2 0,6
CLA9_ 11 0,3 0,07 25;3 0,1 0,8 0,5 0,10 19,6 0,3 11
SFA 47,5 2,60 55 38,0 552 38,1 3,46 9,1 27,6 479
MUFA 40,1 3,10 7,7 29,8 49,8 52,8 3,18 6,0 43,2 61,6
PUFA 7,0 269 38,6 2,9 18,8 2,5 045 17,7 15 4,4
M_S 0,8 0,10 11,4 0,6 1,2 14 0,22 155 0,9 2,2
Al? 0,8 0,10 134 0,5 11 0,7 0,10 15,2 0,4 1,0
PEE® 359 16,44 45,8 0,0 119,0

& Al — aterogenni index

® PEE — petroletherovy extrakt — obsah intramuskularniho tuku (g/kg svaloviny)

Provedli jsme asociacni analyzu, v ramci které jsme hodnotili vliv genotypt vSech zkoumanych
polymorfismG na slozeni mastnych kyselin (tg MK/100 g MK celkem) tukové tkané skotu.
Statisticky vyznamny efekt na fenotypové zastoupeni nékterych MK ze skupin SFA a MUFA
v intramuskularnim i podkoznim tuku byl zji§tén pouze u SNP (polymorfismus jednoho nukleotidu)
genu SCD1 a FASN. Zmény se tykaly zejména SFA a MUFA s délkou uhlikového fetézce C14 az
C18. To odpovida oblasti fyziologického plsobeni enzymu, které geny SCD1 a FASN kéduji.

Enzym stearoyl-CoA desaturase (SCD) je jednim z nejvyznamnéjSich enzymu podilejicich se na
procesu tvorby a pfremény MK a pusobi nejen v adiposni tkani, ale i napf. v mléné Zlaze, kde
ovliviuje zastoupeni MK v mléce (Conte et al., 2010). Tento enzym je zodpovédny za pfeménu
SFA na pfislusné MUFA inzerci dvojné vazby na pozici mezi uhliky 9 a 10 a dale se podili na
endogenni produkci isomeru cis 9 trans 11 konjugované kyseliny linolové (c9 t11 CLA). U této
specifické MK se pfedpoklada fada pfiznivych zdravotnich G&inkd, které vSak dosud byly bezpecné
prokazany pouze na zvifecich modelech. Enzym je kdédovan genem SCD, ktery se u skotu
vyskytuje ve dvou isoformach — SCD1 exprimovany zejména v adiposni tkani a SCD5 exprimovany
zejména v mozku. Nami zkoumana mutace c.878C>T se vyskytuje v genu SCD1 v exonu 5 na
chromozomu BTA 5 a zplsobuje substituci aminokyselin alanin/valin. Z naSich vysledkd vyplyva,
Ze enzym SCD kédovany genem SCD1 a alelou A analyzované mutace je nejucinnéjsi pfi
desaturaci kyseliny myristové (C14:0) na kyselinu myristolejovou (C14:1 n-5) (Tabulka 8), coz
potvrzuji i vysledky dalSi prace, ve které bylo pouzito simentalské plemeno (Orru et al., 2011).
Statisticky vyznamny efekt byl zaznamenan i u zastoupeni kyseliny stearové (C18:0), olejové
(C18:1 n-9) a c9 t11 CLA. Vliv genotypu SCD1 se rovnéz projevil u obsahu intramuskularniho tuku.
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Tabulka 8: Vliv genotypu genu SCD1 na obsah mastnych kyselin (g/100 g MK) v intramuskularnim
(n=634) a podkoznim tuku (n=421)

Intramuskularni tuk Podkozni tuk
AA AV vV P- AA AV VW  P-value
(180) (308) (146) vAU€ | 114y (212)  (95)
C14:0 256 2,52 263 0070| 2,85 284% 301" 0,012
C16:0 26,1 258 26,1  0,035| 247 24,5 246 0,637
C18:0 18,6 19,0 19,2° 0,027| 10,3 104* 10,9° 0,043
Cl4:1 0,44> 0,36 0,30° <0,001| 1,53* 1,30° 1,09° <0,001
C16:1 255 2,59 263 0329 641 6,56 6,52 0,623
c18:1 37,2 37,2 363" 0002| 450 45,2 44,6 0,251
cOtl1CLA | 027 0,27 025 0085| 054* 053* 050° 0,018
SFA 47,3 47,2 482 0,004 | 37,9 37,8 386 0,136
MUFA 40,2 40,2 39,3° 0,005| 529 53,0 52,3 0,109
MUFA/SFA | 085* 085° 0,82° 0,001| 1,42 1,42 1,38 0,159
Al 0,78 0,77* 0,79° 0,016 | 0,66 0,65 0,68 0,099
PEE® 40,00 339" 343" <0,001

a5 ¢ Hodnoty v Fadce tykajici se daného polymorfismu a typu tukové tkané, které jsou oznadeny
odliSnymi symboly, se vyznamné [iSi (P<0.05).

4 Al — aterogenni index

° PEE - petroletherovy extrakt — obsah intramuskularniho tuku (g/kg svaloviny)

Gen FASN kéduje enzym fatty acid synthase (FAS), prostfednictvim kterého jsou z acetyl-CoA a
malonyl-CoA syntetizovany SFA az do poc¢tu 16 uhlikd. Obé zkoumané mutace g.16024G>A a
g.17924A>G se nachazeji ve funkéné odliSnych ¢astech genu FASN a zpUsobuji zaménu stejnych
aminokyselin threonin/alanin. Mutace nejsou ve vzajemné vazebné nerovnovaze (r* = 0.04), coz
znamena, ze efekt jedné mutace vysvétluje variabilitu druhé mutace pouze z velmi malé &asti.
Proto byl nezavisle hodnocen vliv kazdého z obou SNP. Z vysledk( uvedenych v Tabulkach 9 a 10
vyplyva, ze mutace mohou byt pfi€¢inou zmén v aktivité enzymu FAS, které maji za nasledek
rozdilné zastoupeni jednotlivych SFA, zejména kyselin myristové (C14:0) a palmitové (C16:0), u
rlznych genotypu. Vyznamny vliv vSak byl zjistén i na podil MUFA a zejména kyseliny olejové
(C18:1), coz odpovida vysledkim praci jinych autorl, ktefi hodnotili viiv téchto mutaci u jinych
populaci skotu (Zhang et al., 2008; Abe et al., 2009). Efekt genotypu byl dale stanoven pro
hodnoty aterogenniho indexu (Al). Al je pocitan jako pomér mezi ,Skodlivymi SFA a souctem
,heutralnich® MUFA a ,prospéSnych“ PUFA (Al = (C12:0 + 4 x C14:0 + C16:0)/(MUFA + PUFA)) a
muze byt pouzit pro aproximativni hodnoceni rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni na
zakladé obsahu MK. Niz8i hodnota Al tedy znamena nizsi riziko a ,zdravéjsi“ produkt. Z vysledk
vyplyva, Ze oba genotypy FASN mély na vysSi Al vysoce signifikantni vliv. Pomoci genotypl
0.16024G>A a g.17924A>G bylo vysvétleno 1,8 respektive 4,9 % celkové fenotypové variability Al
u intramuskularniho tuku a 2,3 respektive 6,3 % variability Al u podkozniho tuku.
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Tabulka 9: Vliv genotypu genu FASN (g.16024G>A) na obsah mastnych kyselin (g/100 g MK)
v intramuskularnim (n=634) a podkoznim tuku (n=421)

FASN g.16024G>A

Intramuskularni tuk

Podkozni tuk

AA AT TT P-value| AA AT TT P-

(382)  (224)  (28) (239)  (158)  (24) value
C14:0 2,632  246° 233" <0,001| 2,99° 2,75° 254° 0,043
C16:0 26,1 256° 256% 0,001 | 247 24,4 24,4 0,231
C18:0 18,8 19,2 18,7 0,057 | 10,5 10,4 10,9 0,435
Cl4:1 0,39 0,35 0,32® <0,001| 1,37% 1,27* 1,15 0,006
C16:1 2,61 2,55 2,51 0,257 | 6,59 6,50° 5,76° 0,013
Cc18:1 36,74 37,3 384° <0,001| 44,6% 452>  46,1°  <0,001
c9t11 CLA| 0,26 0,26 0,27 0,327 | 0,528 0,54*® 057° 0,032
SFA 47,6 47,2 46,8 0,095 | 38,3 37,6 37,9 0,127
MUFA 39,7  40,2* 41,3 0,012 | 526 53,3 53,0 0,076
MUFA/SFA| 0,84* 0,86® 0,89° 0,011 | 1,39 1,44 1,41 0,081
Al 0,79a 0,76b  0,74b  <0,001| 0,67* 0,64°> 063® 0,003
PEE® 35,1 36,1 41,1 0,165

ab.cdeyiz Tabulka 8

Tabulka 10: Vliv genotypu genu FASN (g.17924A>G) na obsah mastnych kyselin (g/100 g MK)
Vv intramuskularnim (n=634) a podkoznim tuku (n=421)

FASN g.17924A>G

Intramuskularni tuk

Podkozni tuk

TT TA AA P-value, TT TA AA P-value

(48) (224) (362) (42) (148) (231)
C14:0 2,832 2,672 2,45° <0,001| 3,34% 2,99° 2,73° <0,001
C16:0 26,72 26,3% 25,6" <0,001| 25,5% 24,82 24,3° <0,001
C18:0 18,9 18,8 19,0 0,557 10,9 10,3 10,5 0,182
Cl4:1 0,43% 0,38% 0,36" <0,001| 1,43 1,39° 1,26° 0,002
Cle:1 2,69 2662 2,53° 0,002 6,58 6,70 6,38 0,063
C18:1 35,8% 36,5% 37,5 <0,001| 43,3% 44,6% 45,6° <0,001
c9t11 CLA| 0,25 0,27 0,26 0,202 0,50 0,53 0,53 0,304
SFA 48,5% 47,7% 47,1° <0,001| 39,72 38,1° 37,6° 0,001
MUFA 38,9% 39,6% 40,4° <0,001| 51,3% 52,7° 53,2° 0,001
MUFA/SFA| 0,81° 0,83% 0,86" <0,001| 1,31% 1,40° 1,43° 0,003
Al 0,84a  0,80b 0,75¢c <0,001| 0,73a  0,67b 0,64c <0,001
PEE® 33,9 35,6 36,0 0,724

ab.cdeyiz Tabulka 8
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Vzhledem ke zfejmému vlivu obou jednotlivych SNP genu FASN na podobné spektrum MK a faktu,
ze kazdy SNP vysvétluje jinou €ast variability téchto MK, byl pro asocia¢ni analyzu dale vyuzit
sdruzeny genotyp vznikly kombinaci obou jednotlivych genotypli genu FASN. Z moznych 9
genotyp jich bylo hodnocenou pouze 7, protoze genotypy TTTT a TTTA se vyskytovaly pouze u
malého poctu zvifat. Viiv kombinovaného genotypu polymorfismi genu FASN na vysi Al je
demonstrovan v Grafech 1 a 2. Zvysledk( vyplyva, ze Al je pomérné vyrazné a vysoce
signifikantné timto genotypem ovliviiovan. Celkova variabilita Al byla pomoci kombinovaného
genotypu FASN vysvétlena z 6,3 % u intramuskularniho a z 7,6 % u podkozniho tuku.

Graf 1: Graf 1: Vliv kombinovaného genotypu polymorfismd FASN genu (g.16024G>A
a g.17924A>G) na vySsi aterogenniho indexu vypocéteného pro intramuskularni tuk

P<0.001
®
o o )
- oo x
s E [l [an] (o] I‘L.mr‘:-
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0,65 - . | . .
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n=28 n=144 n=190 n=72 n=152 n=8 n=40

Graf 1: Graf 1: Vliv kombinovaného genotypu polymorfismd FASN genu (g.16024G>A
a g.17924A>G) na vysi aterogenniho indexu vypoéteného pro podkozni tuk

P<0.001
0,95 -

TTAA TAAA AAAA TATA AATA TATT AATT
n=21 n=97 n=113 n=53 n=93 n=8 n=33
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I1.4. Zaveér

Bezpec€nost a zdravotni nezavadnost potravin je aktualni téma, jehoZz vyznam neustale roste.
Obsah MK v hovézim mase je vniman jako rizikovy faktor s moznymi zdravotnimi dopady pro
konzumenta. Na druhé strané se u nékterych MK pfedpoklada pozitivni u€inek na lidské zdravi a
hovézi maso je jednim z mala jejich pfirozenych zdroji (CLA, n-3 PUFA). Proto Ize moznosti
modifikace profilu MK povazovat za vyzvu, jak chemické slozeni masa pfiblizit souCasnym
dietetickym doporucenim pro pfijem a slozeni zivociSnych tuk.

Z fady faktorl, které slozeni MK v hovézim mase ovliviiuji, jsme se zameéfili na genetické faktory,
zejména na vliv genotypu nékterych lipogennich genl a transkripCnich faktord na zastoupeni
jednotlivych MK, skupin MK a vySi nékterych indexd. Prfed samotnym vyuzitim v ramci
Slechtitelskych postupl je vSak nutné prokazat relevantnost pfisluSnych gent ve vztahu ke
sledovanym parametrim kvality masa. V naS$i praci byly ovéfeny a modifikovany metody stanoveni
9 polymorfisml nachazejicich se v 7 kandidatnich genech ovliviiujicich metabolismus lipidd u
Ceského strakatého skotu. Vyznamny efekt na slozeni MK intramuskularniho a podkozniho tuku
byl zjistén u mutace c.878C>T genu SCD1 a obou mutaci genu FASN (g.16024G>A a
g.17924A>G). Vyznamny efekt nékterych genotypl se rovnéz projevil pfi pouziti aterogenniho
indexu, pomoci kterého je odhadovano zdravotni riziko v souvislosti se zastoupenim jednotlivych
MK v tukové tkani. Frekvence ,zadoucich® genotypl v testované populaci, pfedpokladana stfedni
az vysoka dédivost MK spolu s pfiznivymi genetickymi korelacemi k dalSim uzitkovym znakim
skotu a prokazatelny vliv na zastoupeni MK dulezitych ze zdravotniho hlediska davaji pfedpoklad
vyuziti téchto SNP jako genetickych markerd pfi pfipadné selekci na maso s modifikovanym
obsahem MK v populaci ¢eského strakatého skotu.

lll. Srovnani novosti postupu a zdavodnéni

Snaham o modifikaci sloZzeni MK masa, ale i mléka, je v sou€asnosti vénovana zna¢na pozornost.
Naprosta vétSina dosud aplikovanych postupl byla zalozena na Upravach krmné davky, kdy se
profil MK v krmivu do urcité miry projevil ve zménach MK v tkanich a nasledné v ZivociSnych
produktech. Vyuziti molekularné-genetickych technik k identifikaci genetickych markerd
s potencialem k budoucimu vyuziti pfi selekci a Slechténi ¢eského strakatého skotu Ize povazovat
za zcela novy postup.

IVV.Popis uplatnéni certifikované metody

Metodika je ur€ena organizacim zabyvajicim se Slechténim ¢eského strakatého skotu i chovatellim
tohoto plemene, ktefi maji zajem o cilenou produkci hovéziho masa s modifikovanym profilem MK
a tedy s vysSi nutriCni hodnotou z hlediska soucasnych zdravotnich doporuceni pro konzumenty.

V. Ekonomické aspekty

Podle zakona €. 110/1997 Sb. O potravinach a zakona €. 154/2000 Sb. O Slechténi, plemenitbé
Hovézi maso je vnimano jako potravina s nevhodnym sloZzenim mastnych kyselin (zejména vysoky
obsah nékterych nasycenych mastnych kyselin). Vysledky prace je mozné vyuzit pro produkci
masa se snizenym podilem téchto slozek, coz se mlze pozitivné odrazit na zdravi konzumenta.
Predpokladame vyuziti nové ziskanych poznatkd o vlivu polymorfismd na profil mastnych kyselin
tukové tkané skotu pfi produkci hovéziho masa s vy38Si nutrieni hodnotou. Vychazime z
predpokladu, Ze Gesky strakaty skot se podili na produkci masa v CR pfiblizné 30 000 t roéné.
Pokud by 5 % (1 500 t) tohoto objemu pochéazelo od zvifat s Zadoucim genotypem, chovatelé a
vykrmci ho mohou realizovat za o cca 15% vysS8i cenu (cca 9 KE/kg), coz zvysi celkovy vynos o 13
500 tis. K¢.
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