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1. Uvod

Ucebni text ,,Klinickd genetika® ma za cil uvést studenty do problematiky aplikaci riiznych
oblasti genetiky ve veterinarni mediciné. Text pfedpokladd znalosti biologie a genetiky na

urovni tietiho ro¢niku studia a ma slouzit jako zékladni materidl pro ptipravu ke zkousSce.

Podobné, ne-li vic nez v jinych oborech a vyucovanych pfedmétech, je vyvoj genetiky a jejich
klinickych aplikaci velmi rychly. Jednotlivé kapitoly se proto nezaméfily na shromazdéni
nejnovéjSich poznatkli z dané oblasti, ale spiSe na shrnuti principli a jejich nejvyznamnéjsich
aplikaci do veterinarni mediciny. Nedilnou soucasti této ptipravy jsou praktickd cviceni a
prednasky. Jejich cilem je umoznit studentim porozumét a interpretovat fakta prezentovana

V tomto textu a aktualizovat je tam, kde je to tieba.

Ucebni text je prvotné urcen posluchactim fakulty veterinarniho 1ékatstvi, je vSak v podstatné
mife pouzitelny i pro piipravu ke zkousce z predmétu ,,Specidlni genetika® pro FVHE. Rozdily
V obsahu obou disciplin a v pozadavcich na posluchace obou fakult budou vymezeny v ramci

vyuky obou piedmét do doby, nez bude ptipraven podobny text pro FVHE.

V Brné v zati 2019
Petr Hotin, garant discipliny a prednosta Ustavu genetiky FVL VFU

Leona Vychodilova, vedouci autorského kolektivu



2. Zaklady genetiky

2.1 Zakladni pojmy genetiky

Genetika je biologicka véda zabyvajici se studiem gend, objasnuje zakonitosti pfenosu znaki
a vlastnosti z generace na generaci, tj. z rodi¢li na potomstvo (dédicnosti) a rozdilnosti jejich
projevu mezi jedinci (proménlivosti).

Genetika Ize déle rozdélit do ctyi hlavnich odvétvi. Jsou jimi transmisni, molekularni,
populaéni a kvantitativni genetika. Transmisni genetika popisuje pienos gentl z generace na
generaci, molekularni genetika se zabyva strukturou a funkci genti na molekuldrni Grovni,
populacni genetika objastiuje dédicnost ve skupinach jedinct a naplni kvantitativni genetiky je
studium dédi¢nosti u znakli podminénych zarovet mnoha geny.

Genetickym materialem prokaryot i eukaryot je DNA (deoxyribonukleova kyselina). DNA je
také genetickym materidlem u fady virt, které infikuji prokaryotické nebo eukaryotické
organismy. Jedna skupina viri ma genetickou informaci zapsanou do RNA (ribonukleové
kyseliny).

Data ulozena v nukleové kyseliné¢ (DNA nebo RNA) v podobé& riizné sekvence nukleotidovych
bazi a ktera se pfendSeji z generace na generaci, se nazyvaji geneticka informace. Jejim
obsahem jsou udaje o primarni struktufe proteinti nebo nukleovych kyselin (NK).

Veskera genetickd informace zapsand v NK se nazyvd genom. Jinymi slovy se jedna o
kompletni sekvenci NK zahrnujici vS§echny geny (kodujici sekvence) 1 nekodujici sekvence.
Studiem genomti se zabyva obor genomika.

Geneticky material je v bunice organizovan do struktur ozna¢ovanych jako chromozomy.
Zaklad chromozomu tvoii nukleovd kyselina s linedrn€ uspofddanymi geny a dal§imi
negenovymi useky nukleotidi. Nukleova kyselina je napojena na proteiny s rtiznou funkci
(histonové a nehistonové).

Chromozomy se ve vSech somatickych buiikach organismu vyskytuji v parech (diploidni pocet)
a jejich pocCty se 1isi mezi druhy. Jeden z paru je vzdy zdédén od matky a druhy od otce. V
pohlavnich buiikach je pak od kazdého chromozomu pouze jeden (haploidni pocet), coz
zajistuje pii splynuti dvou pohlavnich bunék vznik opét diploidniho organismu.

Péry chromozomil jsou navzajem homologické - nesou stejné geny.



2.1.1 Gen, lokus, alela

Gen je zakladni fyzikalni a funk¢éni jednotkou dédi¢nosti nesouci genetickou informaci. Jedna
se o usek nukleové kyseliny se specifickym potadim (sekvenci) nukleotidi. Produktem genu
muze byt polypeptidovy fetézec nebo molekula RNA. Nukleotidy jsou slozeny ze tii ¢asti -
cukru (deoxyriboza nebo riboza), fostatové skupiny a dusikaté baze. V piipadé DNA jsou
témito bazemi adenin, tymin, guanin a cytosin. V RNA je tymin nahrazen uracilem.

Pozice, kterou na chromozomu zaujima konkrétni gen, se oznacuje jako lokus.

Geny mohou existovat v nékolika alternativnich verzich, které oznacujeme jako alely. Alelou
se tedy rozumi konkrétni sekvence NK, ktera existuje na jednom lokusu a 1isi se v sekvenci
nukleotidl od jiné alely t¢hoz genu. Tyto odliSnosti mohou ovliviiovat funk¢énost produktu, jenz
je danym genem kodovan (RNA nebo proteinu). Riizné alely jednoho genu podminuji rozdilny

projev téhoz znaku (napt. vyskyt dvou barev u kvétl - Cervené a bilé).

2.1.2 Genotyp a fenotyp

Genotyp je soubor vsech alel (forem gend) organismu. Fenotypem se rozumi soubor vSech
pozorovatelnych znakt (vlastnosti) organismu. Na fenotyp nema vliv pouze genetické zaloZeni
jedince, dulezité jsou také faktory prostfedi. Proto dva jedinci shodného genotypu
(jednovajecna dvoj€ata) nemusi byt nutné stejného fenotypu.

U homologickych chromozomt se mohou v identickych lokusech vyskytovat bud’ shodné, nebo
rozdilné alely. Jedinec majici par identickych alel se oznacuje jako homozygot, zatimco pokud
jsou tyto alely rozdilné, jedna se o heterozygota. Existuji-li pro jeden gen 2 riizné alely (A, a),
pak ma homozygot genotyp AA (dominantni homozygot) nebo aa (recesivni homozygot).
Heterozygotni jedinec je nositelem obou alel, tedy genotypu Aa. Z toho vyplyva, Ze pro urcity

gen jsou mozné 3 rizné genotypy (AA, aa, Aa).

2.1.3 Alelické interakce

Dominantni alela je takova, kterda ma efekt na fenotyp nejen v homozygotnim, ale také v
heterozygotnim stavu. Pokud je alela A dominantni nad alelou a, potom jedinci s genotypy AA

i Aa budou mit stejny fenotyp.



Recesivni alela ma efekt na fenotyp pouze v piipadé, je-li v homozygotnim stavu (aa), v
heterozygotnim stavu se jeji i€inek neprojevi.

Jina situace nastava u kodominance, kdy se ve fenotypu heterozygotniho jedince projevi
stejnou mérou nezavisle obé pritomné alely (pf. krevni skupina AB).

Dalsi moznosti je dominance neuplna, pii niz ma dominantni alela rozdilné projevy u jedincii

s genotypem AA a Aa (pt. AA - Cervena, aa - bila, Aa - rizova).

2.1.4 Kyvalitativni a kvantitativni znak

Charakteristika organismu, kterd je podminéna geneticky a v rizné mife ovlivnéna prostiedim,
se oznacuje jako znak. Znaky mohou byt dvojiho typu. Kvalitativni znaky jsou takové, které
jsou bud’ pfitomny, nebo nepfitomny. Jejich hodnota se nedd zméfit, mizeme je pouze
kategorizovat (napt. krevni skupiny - A, B, AB, 0). Byvaji kodovany jednim nebo nékolika
malo geny s velkym u¢inkem, tzv. majorgeny.

Naopak pro kvantitativni znaky je typické, Ze jejich hodnota je méfitelna (napt. t€lesna vyska)
a jsou podminény velkym mnozstvim genii malych u¢ink, tzv. minorgenii (polygent). Efekty
jednotlivych minorgent a jejich alel se ¢asto scitaji, v takovém piipad¢ hovotime o aditivnim

efektu.

2.1.5 Mutace, polymorfizmus

Polymorfizmem se rozumi existence dvou nebo vice alel v jednom lokusu, pficemz se nejméné
Casta alela vyskytuje u vice nezZ 1% populace. Pokud je frekvence této alely nizsi, jednd se o
mutaci, ktera v této fazi neni v populaci fixovana a mtize tudiz vymizet. Podstatou mutaci jsou
zmény v nukleotidové sekvenci genu. Tyto zmény se vétSinou v dalSich generacich ztraci diky
piirodni selekci, nékteré z nich se vSak mohou zafixovat a rozsifit v populaci v podobé
polymorfizmu. Velky vyznam pro vyzkum v genetice maji tzv. jednonukleotidové
polymorfizmy (Casto oznaCované jako SNP, zangl. single nucleotide polymorphism).
Vyskytuji se roztrouSené po celém genomu ve vysoké frekvenci a slouzi jako molekularni
markery pii asocia¢nich studiich, jejichz cilem je zjiSténi, zda je genetickd variace spojena s

onemocnénim nebo s projevem ur€itého znaku. Hustota SNP se miize liSit dle konkrétni ¢asti



v

genomu (Castejsi jsou v nekodujicich oblastech, nez v oblastech kodujicich) a dle druhu zvitete,
v primeéru se vSak vyskytuje pfiblizn¢ 1 SNP na 1 000 nukleotida.

Meiéza je redukeéni (zraci) déleni jadra eukaryotické bunky. Dochazi k ni pfi tvorbé gamet a
jejim vysledkem je haploidni pocet chromozomu v bunice. Po predchéazejicim jediném zdvojeni
chromozomt matetské bunky se uskutecni dvé déleni, ¢imz se ptivodni diploidni pocet
chromozomt v jadfe redukuje na polovinu. Z jedné bunky s diploidnim jadrem (somatické)
vzniknou meidzou Ctyfi buiiky s jddrem haploidnim (pohlavni).

Jako mitéza se oznacuje jaderné déleni eukaryotické bunky, které zabezpecuje kvalitativné
rovhomeérné rozdéleni genetického materidlu jadra délici se bunky do jader dvou nové
vzniklych bunék. K mitéze dochazi po zdvojeni poctu chromozomt v interfazi bunéného
cyklu. Piivodni pocet chromozomil se po mitéze neméni, z jedné mateiské bunky vznikaji dvé

totozné bunky dcefiné (pokud nedojde ke genové mutaci).

2.1.6 EXxprese genu

Pii expresi genu z genetické informace zakédované v DNA vznika produkt, nej¢astéji protein,
ptipadné funkéni RNA (tRNA, snRNA - viz dale). Useky DNA, ve kterych neni zapsana
informace pro vznik proteinu, jsou ozna¢ovany jako nekddujici a jejich funkei je Casto regulace
procesu exprese genu.

Centralni (ustfedni) dogma molekularni biologie popisuje cestu genetické informace
(exprese genu), tedy tok informace od sekvence DNA po vznik proteinu. Tento proces zahrnuje
dva hlavni kroky: transkripci a translaci.

Pii transkripci dochazi k piepisu DNA sekvence do RNA pomoci enzymu RNA polymerazy.
Tento proces probihd v jadie buiiky a je nesymetricky. Dochézi k ptepisu pouze jednoho -
templatového vlakna, a to ve sméru od 5" konce ke 3 konci. U eukaryot nejprve vznika primarni
traskript (hnRNA, heterogenni nuklearni RNA), ktery podléha posttranskripénim tipravam. Tim
se z n¢ho stava zrala mRNA pfipravena vstoupit do dalSiho kroku.

Béhem translace je sekvence mRNA (geneticky kod) dekdédovana za pomoci transferové RNA
(tRNA) a prelozena do "jin¢ho jazyka", kterym je sekvence aminokyselinova. Dochézi k ni na
ribozomech, jejichz dlileZitou soucasti je ribozomélni RNA (rRNA). Po translaci dochazi k fadé
potranslacnich modifikaci, které jsou podminkou funk¢énosti vzniklého proteinu.

Exprese protein kodujiciho genu tedy probiha nasledovné:

DNA - RNA -> protein.
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Gend, které koduji proteiny je v typickém savéim genomu piiblizné 22 tisic, coz je jen o malo
vic nez 1% z celkové velikosti genomu. Rada dalsich sekvenci genomu se piepisuje do riiznych
typ RNA, avSak nepiekldda se do proteinu. Kromé molekul RNA tcastnicich se procesi
transkripce, sestiihu a translace tak vznikaji i molekuly schopné regulovat expresi jinych casti

genomu, vcetn¢ protein kodujicich gent.

2.2 Genom, gen a jejich zmény

2.2.1 Genom

Genom je kompletni genetickd informace konkrétniho organismu, ulozena v sekvencich
nukleovych kyselin. Zahrnuje nejen vSechny geny (tj. kodujici sekvence), ale také sekvence
nekodujici.

Geneticka informace mize byt v genomu zapsana v podobé dvou typt nukleovych kyselin -
RNA (pouze u nékterych viri) nebo DNA (u ostatnich organismi). RNA se vyskytuje i v
prokaryotickych a eukaryotickych burikach, u nichz neni nositelkou vlastni genetické
informace, ma zde vsak jiné dilezité funkce, podle kterych rozliSujeme nékolik typii RNA.
Mezi zékladni typy RNA patii mRNA, tRNA a rRNA.

- mediatorova RNA (mRNA) je jednotetézcova molekula vznikajici béhem transkripce
DNA. Slouzi jako ptedpis pro tvorbu bilkoviny na zdklad¢ genetické informace
pfepsané podle genetického kodu.

- transferova RNA (tRNA) je dulezitym ¢lankem v procesu translace, kdy se zasadnim
zpisobem podili na tvorbé proteinli. Rozpoznava sekvence tii po sob& jdoucich
nukleotid (tzv. kodonil) v fetézci mRNA, na zakladé kterych ptipojuje specifické
aminokyseliny do prodluzujiciho se polypeptidového fetézce. Tim tedy dochazi k
ptekladu sekvence nukleotidi v NK do sekvence AMK v proteinech.

- ribozomalni RNA (rRNA) je soucasti ribosomtl, organel nezbytnych pro proteosyntézu
u vSech zivych organismil.

Dalsi typy RNA maji regulacni funkce v procesu genové exprese (napi. miRNA, siRNA,
IncRNA) nebo pfti posttranskripénich pravaich mRNA (snRNA).
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2.2.1.1 Struktura NK

DNA i RNA jsou polymery - dlouhé molekuly sestavajici z mnoha menSich podjednotek,
monomerd. V piipadé¢ nukleovych kyselin se tyto monomery nazyvaji nukleotidy. Kazdy
nukleotid ma 3 slozky: pentézu (pétiuhlikaty cukr), dusikatou bazi a fosfatovou skupinu.
Pent6zou v DNA je vzdy deoxyribdza, kdezto u RNA se jedné o ribozu. Dusikaté baze existuji
dvojiho typu. Prvni skupinou jsou baze deviticlenné, odvozené od purinu, mezi které se fadi
adenin a guanin. Ostatni baze, tedy thymin, cytosin a uracil, jsou Sesticlenné a odvozené od
pyrimidinu. Oba typy nukleovych kyselin obsahuji adenin, guanin a cytosin; avSak thymin
nalezneme pouze v DNA a naopak uracil je charakteristicky pro RNA. Cukr a baze spole¢né
tvoti nukleosid. Pfipojenim fostatové skupiny k nukleosidu vznika nukleotid (nukleosidfosfat).
Formovéni polynukleotid je zajiSt€éno pomoci fosfodiesterovych vazeb vznikajicich mezi
fosfatovou skupinou jednoho nukleotidu a cukrem nukleotidu druhého. Tyto vazby jsou
pomérné silné a diky nim je cukr-fosfatova kostra nukleovych kyselin stabilni.

Prostorova konformace DNA byla objevena v roce 1953 Watsonem a Crickem. Jedna se o
pravotocivou dvousroubovici, v niZ se na povrchu obtaci pentdzo-fosfatova kostra a baze
smétuji do jejiho stiedu (viz obr. 1). Baze jednoho fetézce se na zékladé komplementarity paruji
vodikovymi vazbami se svymi dvojicemi na fetézci protilehlém. Adenin se paruje s thyminem
dvéma vazbami a cytosin s guaninem tfemi vazbami (vzdy se tedy paruje purin s pyrimidinem).
Konce fetézce DNA nejsou na obou stranach stejné, ale maji tzv. 5 konec (s fosfatovou
skupinou) a 3" konec (s hydroxylovou skupinou). Tato asymetrie se oznacuje jako polarita
fetézce.

Struktura molekuly RNA je shodnd, jako v pfipadé DNA, vétSinou se vSak vyskytuje v
jednofetézcové formé. U nékterych RNA virG se nachazi i v dvoufetézcové konformaci
podobné DNA - s antiparalelnimi (protismérné orientovanymi) vlakny, cukr-fostatovou kostrou
vn¢ a komplementarnimi bazemi pojicimi se vodikovymi vazbami uvniti molekuly. Adenin se

v ptipad€ RNA paruje s uracilem namisto thyminu.
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Obr. 1: Prostorova konformace fetézce RNA a DNA (Wikimedia Commons, pfevzato a

upraveno)

2.2.1.2 Struktura genomu

Genom je tvofen riznymi oblastmi s rozdilnym poslanim. Ty sekvence, které nesou instrukce
pro tvorbu proteintl, se nazyvaji kodujici. Pomér mezi kodujicimi a nekodujicimi sekvencemi
se znacné 1i81 u jednotlivych druhti. VEtSi genom nemusi nezbytné obsahovat vétsi pocet gent,
pfi¢inou miize byt pravé vétsi podil nekodujicich sekvenci. Mezi nekodujici sekvence fadime
introny, sekvence pro nekodujici RNA, regulaéni oblasti a repetitivni DNA (tandemové a
rozptylené repetitivni DNA).

Genom vird je tvofen bud’ RNA nebo DNA. V pifipadé RNA virt déle rozliSujeme, zda je RNA
jednovlaknita nebo dvouvlaknita. Stejné tak DNA viry mohou mit NK ve formé jednovlaknité
nebo dvouvldknité. VEtSina genomi DNA virl je tvofena jednou linearni molekulou, ale
nékteré mohou mit podobu cirkularni.

U prokaryot je genom tvofen vzdy DNA. Obvykle ma chromozom podobu kruznicové
molekuly DNA ulozené volné v cytoplazme v oblasti oznacované jako nukleoid (archea, vétSina
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bakterii). Nekteré bakterie vSak mohou mit chromozom linedrni, pfipadné jich mohou mit 1
vice. Cést bakterii ma piidatnou genetickou informaci ulozenou v plazmidech (kruznicova
molekula DNA).

Genom eukaryot ma stejn¢ jako u prokaryot vzdy podobu DNA a je rozdélen do razného,
druhové specifického, poctu linearnich chromozomii nachézejicich se v jadfe ohraniceném
jadernou membranou. Kromé tohoto jaderného genomu u eukaryot rozliSujeme dale
mitochondridlni (u Zivo€ichil) a chloroplastovy (u rostlin) genom. Néktera eukaryota mohou

mit také plazmidy (napi. kvasinky).

2.2.1.3 Chromozomy

Chromozomy jsou specifické bunécéné struktury nachazejici se u eukaryot v jadfe a nesouci
genetickou informaci. Studiem chromozomi se zabyva obor cytogenetika.

Chromozomy jsou tvoieny molekulou DNA, ktera vytvaii komplex s dvéma typy proteint -
histony a nehistonovymi chromozomovymi proteiny. Jako chromatin se oznacuje barvitelny
material v bunéném jadre, tedy DNA a proteiny.

Nejvyssi zastoupeni mezi proteiny chromozomil maji histony. RozliSujeme 5 typt histont - H1,
H2A, H2B, H3 a H4. Jejich aminokyselinové sekvence jsou vysoce evolu¢né konzervovany
(Jsou si velmi podobné napti¢ druhy), coz je indikdtorem jejich stejné zdkladni ulohy pfi
organizaci DNA v chromozomech u vSech eukaryot. Maji zasadni vliv na sbalovani chromatinu,
bez kterého by DNA jedné diploidni butiky ¢lovéka byla dlouha ptiblizné 2 m. Viceliroviiové
sbalovani umoZiuje lokalizaci DNA do tak malého prostoru, jako je jadro buiiky s pouhymi
n¢kolika mikrometry prameéru.

Krom¢ histontl jsou s DNA asociovany také nehistonové proteiny. Tyto se na rozdil od histonti
velmi liSi mezi organismy i1 mezi jednotlivymi typy bun€k v ramci jednoho organismu. Patii
mezi n€ napiiklad proteiny véazajici se na DNA, které maji funkci pfi replikaci DNA, opravach
DNA, transkripci nebo rekombinaci.

Zakladni jednotkou jsou nukleozomy, tvofené jaddrem z 8 histont (2 x kazdy z typt H2A, H2B,
H3 a H4), kolem kterych se omotava DNA o délce 147 parh bazi. Nukleozomy maji primér
kolem 11 nm a svym uspofadanim pfipominaji koralky na provazku (viz obr. 2). Jednotlivé
nukleotidy oddéluje spojovaci DNA o razné délce - tzv. spojovniky (u ¢lovéka 38 - 53 para

bazi). Tato prvni Groven sbalovani se také oznacuje jako 11 - nm chromatinové vlakno.
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Dalsi uroven sbalovani chromatinu je umoznéna histonem HI1, ktery se vaze zéaroven na
spojovaci DNA a DNA obtécejici nukleozom, ¢imz jednotlivé nukleozomy ptiblizuje k sobé do

struktury nazyvané 30 - nm chromatinové vlakno.

5 "Koralky na , - L
Dvouiroubovice  Nukleozom provazku" 30 nm vizkno Aktivni chromozom Metafézicky chromozom

[ | [ | I | [

1

Prevzato a upraveno - © Richard Wheeler / Wikimedia Commons / CC-BY-SA-3.0

Obr. 2: Sbalovani chromatinu (Wikimedia Commons, pfevzato a upraveno)

Nasledné z 30 - nm vlakna vznikaji smycky o délce 300 nm, které jsou stlaeny k sob¢ a vytvari
kondenzované hrudkovité nebo diskovité utvary - chromomery. Na tvorbé smycek a uzli se
podileji nehistonové proteiny tvofici tzv. leSeni. Vysledkem vSech stupiii svinovani jsou
chromatidy.

Stupen sbaleni DNA se méni v prib&hu bunééného cyklu. Nejvice rozvolnéna je pred zacatkem
duplikace (S faze) a nejvice kondenzovana béhem mitdzy a meidzy. Historicky se rozlisuji dvé
formy chromatinu na zékladé¢ jejich barvitelnosti.

Euchromatin jsou ¢asti chromozomu vykazujici normalni pribéh bunééného cyklu, tedy
sttidani kondenzace a dekondenzace. VétSina genomu aktivnich bun€k je euchromatickéd a
intenzita barveni se méni od nejtmavsi béhem mitézy k nejsvétlejsi v S fazi. Struktura
euchromatinu umoziluje pfistup jinych molekul a tudiz expresi dané ¢asti genomu a jeji
regulaci. Geny lokalizované v euchromatinu jsou tedy aktivné transkribovany, tedy dochazi k
jejich expresi.

Heterochoromatin naopak zistava vétSinu ¢asu kondenzovany a barvi se velmi tmavé v
pribéhu celého bunééného cyklu. Struktura heterochromatinu neumoziuje expresi dané ¢asti
genomu. Geny nachazejici se v téchto ¢astech genomu jsou tedy transkripéné inaktivni, nejsou
exprimovany. Rozeznavame dva typy heterochromatinu. Konstitutivni se pravidelné vyskytuje

v oblastech telomer a centromer chromozomil a je trvale transkripéné inaktivni. Fakultativni
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heterochromatin je kondenzovan docasn¢ a v zavislosti na typu buniky miize prechazet na
euchromatin. Vyskytuje se naptiklad v chromozomu X u savcu.

Morfologie (tvar) chromozomu je nejlépe pozorovatelna ve stadiu metafaze, kdy je chromatin
nejvice nahustén. V metafazi je chromozom pentlicovity utvar tvofeny dvéma sesterskymi
chromatidami, coz jsou dv¢ linearni molekuly DNA spojené centromerou. Misto polohy
centromery byva zazené, tzv. primarni konstrikce, kterou je chromozom rozd€len na 2 ramena
- kratké (znaci se p) a dlouhé (q). U nékterych druhti chromozomil se vyskytuje jesté tzv.
sekundarni konstrikce, ktera oddéluje z ramen satelit. Koncové ¢asti chromozomu se oznacuji
jako telomery a maji dilezitou tlohu v procesu starnuti bunék. Centromera a telomery maji
pouze strukturni funkci a neobsahuji geny.

Umisténi centromery se lisi u jednotlivych chromozomt, je pro n¢ charakteristické. Na zaklad¢
lokalizace centromery a délky ramen (obr. 3) chromozomy délime na:

a) metacentrické - centromera se nachazi uprostied, ob¢ ramena maji ptiblizné stejn¢ dlouha
b) submetacentrické - centromera posunuta k jednomu konci, maji jedno rameno kratsi (p), ale
jeho délka je vétsi, nez 1/2 ramene q

c) akrocentrické - centromera se nachazi za 3/4 délky, jedno rameno je vyrazné kratsi, nez druhé
d) telocentrické - centromera je lokalizovana na konci chromozomu, ktery ma pouze dlouhé

rameno

a) b) c) d)

Obr. 3: Chromozomy dle umisténi centromery

Parové chromozomy piitomné v somatickych bunkach nezavisle na pohlavi se nazyvaji
autozomy. Jeden par chromozomt pak u druhi s oddélenym pohlavim sestava z tzv. gonozomu
(heterochromozomti) a lisi se dle pohlavi. U savct je gonozom charakteristicky pro samci
pohlavi znacen symbolem Y, u samic se tento nevyskytuje. Druhy z gonozomu se oznacuje
symbolem X. Samic¢i pohlavi je tedy ur¢eno parem gonozomii XX, sam¢i gonozomy XY. V

porovnani s chromozomem X ma chromozom Y vyrazné odlisnou morfologii, napiiklad u
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¢lovéka je mnohem mensi. U ptaki je determinace pohlavi jina, samec vznika, pokud se setkaji
dva shodné chromozomy, znacené zde jako ZZ. Samice jsou pak nositelkami po jednom ze
dvou typt pohlavnich chromozomu - ZW. Gonozomy obsahuji jen malé mnozstvi genetického
materidlu, obecné se jedna jen o kratké segmenty v blizkosti jejich konct.

Pocty chromozomi jsou stejné jako jejich tvar a velikost druhové specifické a nejsou zavislé
na velikosti organismu ani na jeho evolucni vyspélosti. Vétsina télnich bun¢k daného druhu
obsahuje dvojnasobek zakladniho chromozomového ¢isla (2n). Napt. u clovéka je zakladni
chromozomové ¢islo 23 (n) a tento pocet se nachazi ve zralych pohlavnich bunkach (gametach).
V nékterych piipadech se miizeme setkat i se Ctyfnasobnym mnoZzstvim chromozomi, 4n (napf.
buiiky jater).

Sadu chromozomu vétSiny somatickych bunék oznacujeme tedy jako diploidni (2n), kdezto v
pohlavnich bunkdach je jejich pocet redukovany na haploidni (n). Buniky se ¢tyfmi kopiemi
identickych chromozomil jsou tetraploidni (4n).

Dvojice chromozomu (jeden otcovského a druhy mateiského ptivodu) nesouci shodné geny,
majici stejny tvar a velikost, se oznacuji jako homologické. Soubor vSech chromozomt v jadie

tvoii karyotyp.

2.2.2 Gen

Lidsky genom je tvofen tfemi miliardami part bazi, z nichz pouze 1,5 % koduje DNA
potiebnou pro syntézu proteinit nebo riznych typt RNA. Jako gen oznacujeme usek DNA
(sekvenci nukleotidi) na chromozomu, ktery je dale piepisovan do RNA. Jedna se o zakladni
jednotku genetické informace. RozliSujeme nasledujici typy gent podle jejich funkce:
e strukturni geny - obsahuji jedinecné sekvence nukleotidl, které nesou informaci o
primarni struktufe polypeptidovych fetézct;
e geny pro RNA - kdduji ribonukleové kyseliny, které maji vyznamnou roli v procesu
translace (rRNA, tRNA), ale samy se do proteinti neptekladaji;
e regulacni geny - jejich funkci je regulace genové exprese, mohou kodovat transkripéni
faktory nebo pisobit na tirovni RNA (napf. miRNA);
e pseudogeny - maji podobnou strukturu jako geny strukturni, avSak v priabéhu vyvoje

ztratily svou funkci, nejsou tedy exprimované.
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Pro transkripci je zasadni oblast genu oznacovana jako promotor. Ten zajistuje uchyceni RNA
polymerazy a zna¢ného mnozstvi transkripénich faktori rozhodujicich o tom, zda gen bude
prepisovan ¢i nikoli. Regulaéni sekvence ovliviiujici pribéh transkripce mohou byt v tésné
blizkosti piepisovaného useku, jako je tomu v ptipadé promotoru nebo mohou byt odd€leny
mnoha kilobazemi (enhancery, silencery). Promotor je lokalizovan na 5" konci a transkripce od
n¢ho probiha ve sméru od 5'konce ke 3 konci. V oblasti promotoru jsou u bakterii i eukaryot
pfitomny dvé evolucné konzervované sekvence regulujici intenzitu transkripce - tzv. TATA
box a CAT box. Za promotorem se nachazi 5" UTR (neptekladana oblast, z angl. untranslated
region), kterd mize obsahovat dalsi vyznamné regulacni oblasti. Bezprosttedné za 5'UTR
zacind vlastni transkripcni jednotka start kodonem a dale se v ni nachazi informace urcena pro
ptepis do hnRNA (primérniho transkriptu). Transkripéni jednotka je tvofena stfidave introny a
exony a po sestfihu se z ni stivda mRNA. Na samotném konci ptekladané¢ho useku se nachazi
stop kodon nasledovany 3"UTR - dal$i neptekladanou regulacni oblasti obsahujici termina¢ni

sekvenci, kterd znaci konec transkripce a uvolituje RNA polymerazu.

2.2.2.1 Eukaryotické vs. prokaryotické geny

Zasadné odliSnym znakem je u eukaryot ¢lenéni genu na exony a introny. Exony jsou ve stejné
podobé jako v templatové DNA pfitomny i ve zralé mRNA, zatimco introny jsou odstranény
(vysttizeny) béhem posttranskripénich Gprav. Po vysttizeni intronil se sousedici exony spojuji
a vytvaii souvislou protein kodujici sekvenci bez moznosti rozliSeni hranic piivodnich exonti.
Dalsi posttranskripéni Upravou je piidani 5” ¢epicky na zaatek mRNA a poly-A konce na jeji
3’konec. Tyto sekvence stabilizuji mRNA a fidi jeji transport z jadra do cytoplazmy.

Uspotadani prokaryotickych genti je odlisné. Nejmarkantnéj$im rozdilem je, ze kodujici
sekvence pro jednotlivé geny jsou seskupeny do polycistronického operonu, jsou kontrolovany
spole¢nymi regula¢nimi sekvencemi a ptepisuji se do jediné mRNA. Operator lezici vedle
promotoru je u prokaryot hlavnim regula¢nim elementem. Mohou se na néj vazat represorové
proteiny znemoznujici vazbu RNA polymerazy, ¢imz se blokuje transkripce. Introny jsou u

prokaryot velmi vzacné.
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2.2.2.2 Metody identifikace genii

a) hybridologicka analyza (in vivo)

Jedna se o historicky nejstar§i metodu identifikace genti vyuzivajici mendelistickych principt.
Az do 70. let 20. stoleti byla hybridologicka analyza jedinou metodou, jak dokazat existenci
genu. Princip je zalozen na analyze vysledkt kfizeni zivych organismi. Dle vyskytu znaku a
poméru fenotypil v potomstvu miizeme vyvodit, zda je znak dédi¢ny, kolika znaky je podminén
a o jaky se jedna zptusob dédicnosti. Napiiklad pokud pozorujeme u potomstva fenotypovy
projev znaku ve $§t€épném poméru 3:1, je pravdépodobné, ze znak je zalozen jednim genem, ma
2 alely, jedna z nich je dominantni a jedna recesivni, jsou mozné 3 genotypy a 2 fenotypy, gen
je lokalizovan na autozomech. Tato metoda vSak plati pouze za velmi dobfe definovanych
podminek a predevsim pro znaky kvalitativni, které jsou zaloZeny jednim nebo nékolika mélo
geny. Hybridologick4 analyza se ptes velky pokrok v metodéach identifikace genli pouziva
dodnes jako dopliikova metoda, kdy pouze po uskute¢néni této analyzy je jisté, ze gen segreguje
a muzeme tak potvrdit jeho existenci. Pti této metod¢ identifikace genu postupujeme ve sméru

od fenotypu ke genu.

b) molekularni analyza (in vitro)

Od doby zjisténi, Ze nositelkou genetické informace nejsou proteiny, ale molekula DNA, zacaly
snahy o jinou identifikaci gend - priikazem jeho sekvence v genomu. Pomoci molekularnich
metod je moZné stanovit asociace mezi ur¢itym znakem (fenotypem) a konkrétni sekvenci,
tieba i dosud neznamou. Dal$i moznosti je zkoumani efektd znamé sekvence (genu) na
fenotypovy projev (napf. cilenou mutagenezi, uml¢ovanim geni RNA interferenci nebo
knokaut genu). Tomuto pfistupu se také fika reverzni genetika, tedy od sekvence DNA k

fenotypu.

c) pocitacova analyza (in silico)

Nejmoderngj$i metodou jsou postupy identifikace genit pomoci bioinformatickych technologii.
Tyto pfistupy vyuzivaji poznatky komparativni genomiky studujici podobnost genti u riznych

vice ¢i méné evolu¢né piibuznych druhi. Je-li u ur¢itého genu zndma sekvence a umisténi v
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genomu napiiklad laboratorni myS$i, je mozné na principu jejich podobnosti pomoci
pocitacovych programi na prohledavani genomil tento stejny gen nalézt u jiného druhu.
Podminkou je dostupnd kompletni genomova sekvence obou srovnavanych druht. Geny
identifikované in silico jsou vzdy pouze piedpovédéné (,,predicted”); pro potvrzeni jejich

existence je nutné provedeni analyz jinymi metodami.

2.2.3 Mutace

Mutace je proces, kterym dochazi ke zméné urcité sekvence DNA (genotypu) nebo karyotypu.
Tato zména neni zplisobena segregaci ani rekombinaci. Buiika, ptipadné jedinec, u kterého
mutace nastala, se nazyva mutant. Pokud se jednd o somatickou buiiku, pak se tato mutace
oznacuje jako somatickd. Ovliviluje pouze dané¢ho jedince a neni prendSena na potomky. Pokud
vSak dojde k mutaci u bunky zarode¢né linie, mize byt prostiednictvim gamety piedana do
dalsi generace. Tyto zmény nazyvame gametickymi (zarode¢nymi) mutacemi.

Z hlediska kvantifikace mutacniho procesu rozliSujeme dva rtizné terminy. Jako mutacni
rychlost se oznacuje pravdépodobnost vyskytu uréitého typu mutace za ¢asovou jednotku,
napf. pocet mutaci na nukleotidovy par/gen za jednu generaci. Frekvence mutaci je pocet
mutaci vyjadieny proporéné ve vztahu k mnozstvi bunék/jedinct v populaci, napt. poc¢et mutaci
na 100 000 organisml nebo pocet mutaci na 1 milion gamet.

Pticin vzniku mutaci je velké mnozstvi a prokazat ptivod konkrétni mutacni udalosti byva velmi
obtizné aZ nemoZné.

Pokud vzniknou bez zjevné vnéjsi priciny, mluvime o tzv. spontannich mutacich. Mohou byt
skute¢né spontanni, tedy objevit se v disledku poruch béhem replikace DNA nebo mohou byt
vyvolany neznamou latkou ptitomnou v prostfedi. Spontanni mutace se vyskytuji sporadicky a
jejich Cetnosti se 1181 gen od genu a mezi jednotlivymi organismy.

Druhou kategorii jsou mutace indukované, které vznikaji po vystaveni organismu urcitym
fyzikalnim, biologickym ¢i chemickym faktoriim vyvolavajicim zmény v DNA. Mezi tyto tzv.
mutageny se fadi napfiklad ionizujici a ultrafialové zafeni, virové infekce, z chemikalii
napiiklad tzv. analogy bazi, kyselina dusita, akridin nebo ethidium bromid. Pusobenim

mutagent se Cetnosti vyskytu mutaci mnohonéasobné zvysuji.
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2.2.3.1 Molekularni podstata mutaci

Zmény DNA mohou postihnout rizné velké ¢asti genomu. Pokud se vzniklé mutace v populaci
udrzi a postupné rozsiii ve frekvenci alespon 1 %, hovotime o polymorfizmu. Jako substituce
se oznacuje zameéna jediného nukleotidu a miize byt dvojiho typu. Pokud se na misto piivodniho
purinového nukleotidu zacleni jiny purinovy, jedna se o tranzici. Je-li v§ak purinovy nukleotid
zaménén za pyrimidinovy, oznacujeme takovouto mutaci jako transverzi. Substituce davaji
vznik tzv. jednonukleotidovému polymorfizmu (single nucleotide polymorphism, SNP).
Dalsimi typy mutaci jsou inzerce a delece. Polymorfizmy, které vznikaji diky témto mutacim,
se souhrnné oznacuji jako indely. V tomto pfipadé nedochazi u nukleotidu k jeho vymeéngé, ale
do pitvodniho fetézce se bud’ véleni novy nukleotid (jeden ¢i vice), ptipadné se z ného naopak
ztrati. Nejedna-li se o sekvenci délky 3 nukleotidi nebo nasobku 3, dochazi k posunu ¢teciho
ramce. Proto se takové mutace oznacuji jako posunové. Dle efektu, ktery jednonukleotidové
mutace maji na AMK sekvence a vysledny protein, rozliSujeme mutace na tiché (beze zmény
smyslu), u kterych mutace nema vliv na zaclenénou aminokyselinu (vznika jiny kodon, ale tento
koduje stejnou AMK), missense (se zménou smyslu), kdy je zatazena do fetézce AMK jina,
nez puvodni a nonsense (nesmysiné). U nonsense mutaci vznikd misto dalsi AMK terminaéni
kodon ukoncujici transkripci, tim se Fetézec zkracuje a vysledny fragment polypeptidu je
obvykle nefunk¢ni.

Mutace mohou byt také zplisobeny zvlaStnimi elementy DNA, které se dokazi pfemistovat v
ramci genomu. Tyto tzv. transpozony pii zaclenéni do genu Casto zptlisobi jeho nefunkc¢nost.
Dalsi moznosti zmény v DNA jsou expanze trinukleotidovych repetic. Jedna se o sekvence,
které jsou normalné rozptyleny po celém genomu, avSak pokud dojde ke zvyseni jejich poctu

(expanzi), mohou vyustit v zdvazné choroby.

2.2.3.2 Chromozomové aberace

Vsechny dosud zminéné typy mutaci maji vliv na jediny gen, mluvime o nich tedy jako o
genovych mutacich. MiZe vSak nastat situace, kdy je zmé€na mnohem rozséhlejsi, a to na
urovni celého chromozomu. Chromozomovymi aberacemi se rozumi zmény ve struktuie nebo
poctu jednotlivych chromozomi. Stejné jako v ptipadé genovych mutaci k nim mtze dochéazet
spontanné¢ nebo indukci mutagennimi faktory.

Strukturni aberace mohou mit rizné podoby. K deleci dochazi v piipadé ztraty casti

chromozomu, duplikace je naopak dvojeni ur¢itého useku. Termin inverze oznacuje stav, kdy
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ma ¢ast chromozomu opa¢nou orientaci, nez je obvyklé a translokace je pfemisténi celého
segmentu chromozomu na jiné misto. Pfi reciproké translokaci se jedna o vzajemnou vyménu
mezi dvéma nehomolognimi chromozomy, pocty chromozomi vSak ziistdvaji nezménéné.
Zvlastnim piipadem translokace je tzv. Robertsonova translokace, kdy dochazi k fazi dvou
akrocentrickych chromozomi v jeden. Postizeny jedinec ma potom o jeden chromozom méng,
ale mnozstvi genetické informace je stile stejné. DalSim typ aberace se oznacuje jako
izochromozom. Tato situace vznika chybnym rozestupem chromozomi pii mitdze, kdy
nedojde k rozdéleni chromatid, ale do jedné dcefiné buiiky se dostanou ob¢ kratka raménka a
do druhé buiiky ob¢ raménka dlouha. Pokud dojde u chromozomu k deleci obou telomer, mohou
se jeho koncové casti spojit a vytvofit kruh, tzv. ringchromozom. Za krajni ptipad
chromozomové aberace povazujeme fragmentaci, pii které vlivem velmi silnych mutageni
nastane rozpad chromozomu na fragmenty.

Z numerickych aberaci jsou u zvifat nejvyznamnéjsi situace, kdy chybi nebo naopak piebyva
pouze jeden chromozom ze sady, tzv. aneuploidie. V diploidni bufice je normalnim stavem
dizomie, pokud jeden chromozom chybi, jedna se 0 monozomii a pokud je navic, hovofime o
trizomii. Tyto abnormality vznikaji diky chybé rozestupu chromozomu pii bunééném déleni,

tzv. nondisjunkci.

2.2.3.3 Genomové mutace

Chromozomy mohou kromé& zménéné struktury vykazovat také zmény poctu celych sad
chromozomtl. Jsou to nejrozsahlejsi typy mutaci zasahujici cely genom, oznacuji se proto jako
genomové mutace. Je-1i znasoben pocet celé chromozomalni sady, nazyvame tento stav
polyploidie. Za normalnich okolnosti jsou vyssi organismy diploidni (2n), polyploidni jedinec

miuize byt triploidni (3n), tetraploidni (4n) nebo mit i vice sad. U vétsiny vyssich zivocichid a

¢lovéka jsou tyto stavy neslucitelné se Zivotem.
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3. Zaklady genetiky Slechténi domacich zvirat

3.1 Genetika kvantitativniho znaku

3.1.1 Charakteristika kvantitativniho znaku

Vétsina vlastnosti, na které je zamétena pozornost v chovech zvirat, jsou znaky kvantitativni
(uzitkovost, sportovni vykonnost, znaky chovani atd.). Kvantitativni znak je geneticky
determinovan polygenné, tj. na jeho vzniku se podili mnoho genli zejména malého ucinku a je
ovlivilovan prostiedim. Geny podilejici se na tvorbé kvantitativniho znaku mohou leZet na
riznych chromozomech a nazyvame je lokusy kvantitativnich znakti (QTL). Charakteristickym
znakem jejich pusobeni je aditivita — s¢itani U¢inkti jednotlivych aktivnich alel ve vSech
lokusech podilejicich se na kvantité daného znaku. Kvantitativni znak nema obvykle diskrétni
proménlivost (jasné vymezené tfidy fenotypl) s vyjimkou prahovych znakl (viz kap.
Nemendelistickd dédi¢nost). Diky mnoha geniim a vlivu prostfedi, vznikd i mnoho fenotypt a
proménlivost je kontinualni (nelze rozlisit tfidy fenotypt). Jedna se vétSinou o méfitelné
vlastnosti, které vykazuji nejcastéji rozdéleni Cetnosti podle Gaussovy krivky — nejvice je

primérnych hodnot, smérem k extrémiim se jejich Cetnost snizuje.

3.1.2 Principy hodnoceni kvantitativniho znaku

P#i hodnoceni kvantitativnich znakt a studiu jejich dédi¢nosti Se prvotné zaméfujeme na jejich
proménlivost a pouzivame k tomu statistické metody. Vychozim bodem je vzdy méfeni znaku
a vySetfeni soubort zvitat. Zakladnimi charakteristikami kvantitativniho znaku jsou primér,

variance a smérodatna odchylka.

Aritmeticky primér (X) souboru dava informaci o tom, kde se nachazi stfedni hodnota

souboru, ale nevyjadiuje proménlivost souboru.

X = Xl X.. ( ) kde X1 — prvni hodnota souboru, X2 — druha
hodnota souboru, X, — n-t4 hodnota souboru, n

— pocet hodnot
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Variance (V) vyjadfuje vnitini proménlivost souboru. Je vyznamna pro rozliSeni souboru, které
maji stejny aritmeticky primér, ale riizné rozdé€leni jednotlivych variant znaku mezi jedinci.

Urcuje se nasledujicim zptisobem:

V() = (1 KR+ (= KR (g - X P = E(xioK)?
n n

kde V = primérna vzdalenost kazdé hodnoty sledované¢ho souboru od priméru tohoto souboru,
X1 — prvni hodnota souboru, X2 — druha hodnota souboru, xn — n-ta hodnota souboru, X — pramér

souboru, n — pocet hodnot

Pro snadng&jsi orientaci v proménlivosti souboru se pouziva smérodatna odchylka (o, ), ktera
je odmocninou variance a na rozdil od variance je vyjadiena v jednotkach, ve kterych je méfen

kvantitativni znak:

S= \/ V(X)

Kfivka normalni distribuce fenotypti kvantitativniho znaku je znazornéna na obrazku 4.
Maximum kifivky je rovno primérné hodnoté, zaroven plati, Ze 68 % hodnot se nachazi v

intervalu = 1, 95 % v intervalu = 2 a 99 % v rozmezi + 3 smérodatné odchylky.

A b
35 -25 -1s pramér +1s +25  +35
———
08%
95%
99%4

Obr. 4: Ktivka normalni distribuce fenotypt kvantitativniho znaku
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Ptiklad: Primérna hodnota mlé¢né uzitkovosti je 10 000 kg za laktaci. Smérodatna odchylka
tohoto znaku u sledovaného souboru je 1 500 kg. 99 % vsech hodnot (£ 3s) produkce mléka
bude tedy v intervalu 5 500 — 14 500 kg.

3.1.3 Slozky fenotypové variance

Pti sledovani dédicnosti kvantitativni znaku tedy vzdy vychazime ze souboru hodnocenych
jedinci, na kterém lze popsat fenotypovou variabilitu. Pozorovana proménlivost
kvantitativniho znaku mezi témito jedinci mize mit riizné priciny, genetické i negenetické.
Jejich vziajemné podily vyjadiujeme jako slozky fenotypové variance. Pro dédi¢nost

kvantitativniho znaku obecné plati, ze fenotyp (P) je podminén genotypem (G) a vlivy prostiedi

(E).
P=G+E

U populace lze Fici, Ze celkova variance kvantitativniho znaku (Vp) se sklada z variance

podminéné genetickym zakladem (V) a z variance dané prostiredim (V).

Ve =Ve + VE

Geneticky podminénou varianci mizeme dale rozd¢lit na sloZku vyvolanou aditivnim
pusobenim geni Va (variance danad riznym poctem aktivnich alel v polygenech), slozku
zpusobenou dominanci Vp (geny velkého ucinku) a sloZku vznikajici na zakladé genovych

interakei Vi:

Ve =Va+Vp+ V|

Aditivni geneticka variance je ptfi¢inou podobnosti mezi piibuznymi jedinci a mize byt pfimo
odhadovana z pozorovanych dat v populaci pomoci statistickych metod, které¢ umoznuji
odfiltrovat z celkové fenotypové variance ¢ast negenetickou (analyza variance, linearni modely

s pevnymi a nahodnymi efekty — BLUP, Animal Model).

Variance dana prostiedim zahrnuje trvale ptisobici faktory Vep (napt. klima) a docasné plisobici

faktory Vet (havarie, ro¢ni obdobi)
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VE = Vep + VET

Toto rozdéleni umoziuje odhadnout relativni vyznam jednotlivych slozek, které se podileji na
utvaieni fenotypu kvantitativniho znaku. Prostfedi nemusi mit na rizné genotypy stejny Gcinek,

a proto je nutno brat v ivahu i varianci zpiisobenou interakci genotypu a prostfedi Vee.

Ve =Ve +VE + VGE

Rozd€leni pozorované fenotypové variance na jednotlivé slozky je prakticky vyznamné,
protoze riizné metody plemenitby vyuzivaji rizné genetické typy variability (razné slozky
variance), coz se pak odrazi v existenci riznych typl organizace chovu zvifat. Slozky variance

se také vyuzivaji k vyjadieni podilu dédi¢né slozky variability kvantitativniho znaku.

3.1.4 Koeficient heritability

Cést z celkové fenotypové proménlivosti znaku, kterd je podminéna promeénlivosti genetickou

se nazyva heritabilita (dédivost) a vyjadiuje se koeficientem heritability
heritabilita v $ir§im smyslu: h? = Va/Vp
heritabilita v uz§im smyslu: h? = Va/Vp

Koeficient heritability neznamena miru genetického zalozeni vlastnosti u jednotlivce, ale podil
genetické variance souboru zvifat z variance celkové. Jinymi slovy koeficient heritability
vypovida o mife genetické variability kvantitativniho znaku v celé populaci. Koeficient
heritability nabyvd hodnot 0-1. Dé&divost kvantitativniho znaku se odhaduje analyzou
podobnosti mezi ptibuznymi jedinci. Koeficient heritability v uzsim smyslu je pouzivan v praxi
ve Slechténi zivocichi i rostlin, protoze informuje o tom, jak se potomstvo bude podobat
pruméru rodi¢li a umoznuje odhadovat efekt selekce a stanovit zplisob selekce. Pti vysoké
heritabilité (h? > 0,7) je mozn4 selekce podle fenotypu, pii nizké heritabilité ( h? < 0,3) nebude
fenotypova selekce u¢inna a je nutno odhadovat plemennou hodnotu (viz kapitola Plemenna

hodnota a jeji odhad).
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3.2 Genetické principy selekce a plemenitby

3.2.1 Slechténi

Od doby, kdy lidé domestikovali prvni zvifata, se snazi ménit a ptizpisobovat jejich populace
svym potifebam. Vysledkem tohoto snazeni je dnesSni obrovské mnozstvi plemen a variant
domacich zvitat. V soucasnosti se tento proces nazyva Slechténi.

Slechténi je cilevédomy vybér zvitat vedouci ke genetické fixaci vlastnosti, které jsou soudasti
chovatelského cile. Souhrn pozadavkii na uzitkové, morfologické a dalsi vyznamné znaky u
konkrétnich druhti, respektive plemen se nazyva chovny cil. Hospodaiska zvirata se chovaji
zejména pro produkci potravin nebo dalSich produktl zivoc¢isného pivodu. Jiné druhy zvifat
jsou chovany pro ucely pracovni, sportovni, védecké, estetické nebo citové.

Vlastnosti, které jsou soucasti chovného cile, jsou primarné vlastnosti uzitkové, ale také znaky
zdravi. Dobry zdravotni stav je pfedpokladem realizace chovného cile, ale je také jeho
neoddélitelnou soucasti. Pro Slechténi na zdravotni stav plati stejné principy jako pro $lechténi
vlastnosti produkénich. Pozornost je vénovana rezistenci vi¢i onemocnénim, vyskytu a
eliminaci dédi¢nych onemocnéni a vrozenych vyvojovych vad ¢i genetickym zakladiim reakce
na 1é¢bu. Chovny cil a vSechna opatteni k jeho dosazeni jsou definovana ve §lechtitelském
programu (obvykle pisemny dokument). Podminky a pravidla pro Slechténi a plemenitbu
stanovuje zakon €. 154/2000 Sb. o Slechténi, plemenitb¢ a evidenci hospodarskych zvitat (napf.
Slechtitelské programy, organizace zahrnuté ve Slechténi, zplsoby kontroly uzitkovosti,
zpusoby odhadu PH atd.).

Zakladnim ptedpokladem S$lechténi je variabilita vlastnosti, na které Slechtime a jeji dédi¢na

slozka. Slechténi se sklada ze dvou &asti — selekce a plemenitby.

3.2.2 Selekce

Pti selekci ovlivitlujeme vybérem rodic¢ii genetické slozeni populace v pozadovaném sméru.
Cilem je zvySeni Cetnosti zadoucich (snizeni Cetnosti nezddoucich) alel podle chovatelského
cile. Pokud dochazi k selekci rodi¢t pusobenim piirodnich faktorti, jedna se o selekci
pfirozenou. Rozhoduje-li o vybéru ¢lovek — je to selekce uméla. Pii Slechténi domacich zvirat

probihaji obé selekce.
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3.2.2.1 Typy umélé selekce

Pti selekci dochéazi ke zménam v priméru selektovaného znaku a/nebo ve variabilité souboru.

Umélou selekci rozlisujeme podle zptisobu provadéni na selekci:

pozitivni - vybér zvifat k rozmnozovani, posouva se prumér znaku

negativni - vyfazovani zvifat z rozmnozovani, ozdraveni chovu

U kazdého znaku, ktery je predmétem selekce se definuje, co je jejim cilem pro tento znak. V

ramci jednoho znaku mazeme provadét selekei stabiliza¢ni, direkcionalni, disruptivni.

Selekce

direkcionalni - cilem je posun pruméru daného znaku u potomkl zddanym smérem
(selekéni efekt) a snizeni variability. K dalSimu chovu jsou vybirdna zvitata
nadprimérna.

stabiliza¢ni — cilem je sniZeni variability znaku v populaci, pfi zachovani stavajiciho
praméru. Pro chov jsou vybirdna zvitata blizké existujicimu praméru Vv selektovaném
znaku.

disruptivni (divergentni) - znamena vybér zvifat z obou extrému Vvariability a
rozmnozovani uvniti kazdého extrému odd¢lené. Cilem je vytvofit z pivodni jedné
populace dvé populace nové. Pouziva se zejména pro experimentalni ucely nebo pro

tvorbu hmotnostné ¢i velikostné odlisnych plemen z plemene ptivodniho.

Soucasti Slechtitelského cile je fada znaki, které spolu mohou, 1 kdyZ nemuseji vzdjemné

souviset (byt v korelaci). Je proto mozné, ze selekce na jeden znak muze ovlivnit variabilitu

jiného znaku nebo jinych znakt, a to jak v Zadoucim tak v nezddoucim smyslu. Proto byly

vypracovany selekéni postupy, které existujici korelace respektuji nebo ptimo vyuzivaji.

Selekce na vice znaki mtze byt provadéna vice riznymi postupy.

tandemova - znamena postupnou selekci jednoho znaku za druhym. Problémem je
¢asova naro¢nost a existence negativnich korelaci, kdy selekci na dalsi znak se mize jiz
diive zlepSena vlastnost opét zhorsit.

podle nezavislych vybérovych drovni - u kazdého selektovaného znaku stanovujeme
minimalni vybérovou hranici. Selektuje se podle vice znaki najednou, ale je nutno
stanovenou minimalni vybérovou hranici vSech vlastnosti dodrzet. Jedince s nizsi
hodnotou znaku z chovu vyfazujeme. V pfipad¢ stanoveni piisnych vybérovych kritérii

se v tomto ptipadé zuzuje vybérova zékladna pro dalsi chov.
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- simultanni (selekéni indexy) - redukuje nevyhody vyse zminénych typt selekci.
Hodnocené znaky jsou posuzovany komplexné, vlastnosti jsou bodoveé ohodnoceny
podle vyznamu a je vytvoren selekéni index. U skotu obsahuje v souc¢asnosti komplexni
selek¢éni index kolem 30 produkénich a funk¢nich znak. Tento index slucuje vSechny
hodnocené znaky v jediny ukazatel — jednu hodnotu. Tento postup je dnes v praxi
nejvice uplatiovan, zejména u hospodarskych zvitat je klicovou soucasti selekéniho

procesu a odhadu plemenné hodnoty.

3.2.3 Plemenna hodnota a jeji odhad

3.2.3.1 Plemenna hodnota

Fenotypova selekce probihd na zékladé projevu znaku. Je efektivni pouze v piipade, kdy
pfenos z generace na generaci je pravidelny a predvidatelny (kvalitativni znaky, znaky
s vysokou heritabilitou). VétSina znakl, na které je selekce zamétena, jsou vSak znaky
kvantitativni, s nizkou heritabilitou, které jsou ovlivilovany mnoha geny a prostfedim a
fenotypova selekce je v tomto ptipadé malo G€innd. Je nutno pracovat s genotypem a provadét
selekci genotypovou. Neni ovSem mozné stanovit komplexni genetické zaloZeni
kvantitativniho znaku. Lze jej ale odhadnout na zakladé rozdilti v projevu znakl zptisobenych
rozdilnymi genotypy. Tento odhad genetického zaloZeni ve znacich, na které se selektuje, se

nazyva odhad plemenné hodnoty (PH).

3.2.3.2 Odhad plemenné hodnoty

Klasicka plemenna hodnota

Odhad genetického zalozeni selektovanych jedincti je mozny dvéma zptsoby. Prvni z nich je
zaloZen na vyuziti informaci o uzitkovosti (fenotypu) testovaci skupiny potomkd, ptibuznych a
vlastni uzitkovosti (statisticky ptistup). Na zaklad¢ informaci z vySe uvedenych zdroji se
z celkové fenotypové variance selektovaného znaku odhaduje variance geneticka odfiltrovanim
negenetickych vlivii pokroc€ilymi statistickymi metodami (analyza variance, metody BLUP —
Best Linear Unbiased Prediction, Animal Model). PH se da pro jednotlivé znaky vyjadiit
odchylkou v uzitkové (nebo jakékoliv sledované) vlastnosti v jednotkach dané vlastnosti (kg, 1,

cm atd.) od priméru vrstevniki.
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Genomicka plemenna hodnota

Tento tradicni odhad PH muze byt kombinovdn i s druhym pfistupem — individualnim,
zalozenym na piimém urceni genotypu v genech, které dany znak ovliviuji, piipadné jsou s
nim v tésné vazbé a genotyp v téchto genech nepiimo signalizuji (markery — viz Kapitola
Zaklady genomiky). Sekvenovani genomii a metody vyvinuté béhem sekvenovani odhalily, ze
v genomu je velké mnozstvi SNP, které mohou byt vyuzity jako markery pro odhad PH.
Miuzeme stanovit genotypy ve vybranych SNP pomoci SNP ¢ipu (princip SNP ¢ipu viz kap.
Molekularni diagnostika) a pomoci téchto polymorfizmi vysvétlit velkou ¢ast variability
vyznamnych uzitkovych vlastnosti. Tento zplisob stanoveni PH oznacujeme jako genomicka
PH (gPH). Takto je mozno urcit gPH u mladych zvitat napt. uz brzy po narozeni nebo dokonce
i u embryi. V kombinaci s tradicnim odhadem PH dochazi ke zpiesiovani odhadu PH.

v

Podrobng;jsi informace o genomické selekci viz kapitola Genomika ve Slechténi.

Plemenna hodnota jedince je jeho genetické zaloZeni ve znacich, které jsou piredmétem
selekce a slouzi k vybéru zvirat, u kterych je predpoklad, Ze budou mit nejlepsi potomky.
Jeji odhad se ziskava na zikladé informaci o vlastnim fenotypu, o fenotypu jeho
pribuznych, zejména cilené ziskanych potomcich, a na zakladé genotypu v markerech
kandidatnich genti nebo markerech ziskanych celogenomovymi analyzami. Tento odhad

je vyjadren selek¢nim indexem daného jedince.

3.2.4 Plemenitba

Na selekci navazuje druhd ¢ast Slechténi a tou je fizené rozmnozovani selektovanych zvitat
neboli plemenitba. Cilevédomy vybér ur¢itych rodicovskych kombinaci podstatné navysuje
efekt pfedchozi selekce jednotlivych zvirat.

Z genetického hlediska se metody plemenitby d€li na dvé skupiny podle toho, jakou Cést
genetické variability vyuzivaji. Tyto metody predstavuji odlisné strategie v dosahovani
chovnych cilt, zcela se 1isi organizace chovu. Metody plemenitby zalozené na podobnosti
rodi¢ii a potomkil vyuzivaji aditivni ptisobeni genti. Metody plemenitby zalozené na heteroze

vyuzivaji neaditivni plisobeni geni.
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3.24.1 Metody plemenitby zaloZené na podobnosti rodicii a potomkii

K rozmnozovani jsou vybirani jedinci s vysokou uzitkovosti, majici vysoké pocty aktivnich alel
Vv polygenech, které piedavaji potomkiim. Vysoce uzitkové zvife je tedy souCasné zvifetem
plemennym. Jedna se o Slechténi vlastnosti podminénych polygeny a prostfedim, pro udrzeni
urovng selektované vlastnosti je nutno chovat potomky ve stejnych podminkach jako rodice.
Tento typ plemenitby je rozsifen zejména u skotu, koni, kocek a psii. Zahrnuje Cistokrevnou

plemenitbu 1 n€které typy kiizeni (pozménovaci kiizeni).

Cistokrevna plemenitba

- Cistokrevna plemenitba - pafeni vramci plemene, standardni metoda u vsech
prochovanych plemen, dochéazi ke kumulaci ptiznivych alel a zvySovani plemenného
standardu.

- osvéZeni krve - do populace urcitého slechténého plemene piinasime (vétSinou) samce
Z jiné populace (t¢hoz plemene) - nositele vynikajicich vloh, dochazi ke zvySovani
variability.

- liniova plemenitba - uvnitt plemene jsou tvofeny skupiny s typickymi znaky (chovné
linie). Cilem je podchyceni a fixace vlastnosti zakladatele linie. Zvitata jsou ptibuzna
po zakladateli linie.

- pribuzenska plemenitba (inbreeding) - zvlastni pfipad, kdy se ve Slechténi vyuziva
parfeni ptibuznych jedinct, tzn. zvifat se spolecnym piedkem (do paté generace).
Vyuziva se k fixaci vlastnosti vynikajicich jedincil, zvySovani uniformity potomstva a
V kontrole dédi¢nosti zdravi. Pfi inbreedingu dochazi ke zvySovani homozygotnosti.
Intenzita ptibuzenské plemenitby je vyjadiena koeficientem inbreedingu -
pravdépodobnost, s jakou se V jedinci schazeji v jednom genu alely identické ptivodem
(od spole¢ného piedka). Tento zplsob plemenitby je vzdy doprovazen ostrou seleket,
aby se zamezilo projeviim inbredni deprese. Inbredni deprese vznikd jako nasledek
kumulace nevyhodnych alel v homozygotni sestavé a dochazi ke snizovani
zivotaschopnosti, celkové zdatnosti, uzitkovosti a zvySuje se vyskyt dédicnych
onemocnéni. Nejcitlivéj§i jsou na nasledky inbreedingu prasata, krélici, dribez,

nasleduji prezvykavci a koné.
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Pozménovaci krizeni

Tato kiizeni umozinuji vznik novych zddoucich kombinaci vloh, dosud existujicich u riznych
plemen a tedy geneticky oddélenych. Neslouzi tedy ke vzniku uzitkovych kiizenct, jejichz
uzitkovost je zalozena na neaditivnich efektech, které se nedédi (viz dale), ale slouzi k produkci
ktizencu, kteti se budou dale rozmnozovat a pfispivat k akumulaci zadoucich aktivnich alel
V naslednych generacich.

- zuSlechtovaci kFiZzeni — zlepSeni zuSlechtovaného plemene plemenem zuslecht'ujicim
(obvykle importované plemeno, které ma Zzadané vlastnosti v optimalni formeg).
Charakter ptivodniho zusSlechtovaného plemene i jeho ndzev ziistava zachovan. Dvé
varianty:

— priliti krve — jednorazové pouziti zuSlecht'ujicich plemenik, kiizenci F1 se
paii s pivodnim zuslechtovanym plemenem

— melioracni krizeni — opakované pouziti zuSlecht'ujicich plemenikl ve 2-3
generacich

- prevodni KkriZeni (vyhlazovaci) - cilem je uplnd zména plvodniho plemene.
Opakované se pfipafuji plemenici vybraného ciziho plemene obvykle po 5-6 generaci.
Vznikli jedinci se kiizi mezi sebou. Adaptace na mistni podminky zistava u
pfevedeného plemene zachovéana.

- kombinacni k¥iZeni (novoplemenné) - kombinuji se riznd plemena s cilem ziskat nové
plemeno s vlastnostmi, které se u vychozich plemen neprojevovaly (Cesky teriér, Ceské

vyrazn€ masné prase).

3.2.4.2 Metody plemenitby zaloZené na heteroze

Jedna se o metody plemenitby vyuZivajici ¢ast genetické variance zplsobenou neaditivnim
pusobenim genil (efekty majorgenti = oligogenti). Pfi tomto zplisobu plemenitby pii kiizeni
ur¢itych rodiCovskych kombinaci se potomci F1 vyznacuji lepSimi vlastnostmi
(zivotaschopnost, odolnost, plodnost) a také vyssi uzitkovosti nez rodicovské generace. Tento
jev se nazyva heteroza. Mirou heteroze je heterozni efekt — rozdil mezi primeérnou
uzitkovosti kiiZzenct a jejich rodicl. Heterozni efekt je podminén specifickymi kombinacemi
alel majorgenti s neaditivnim uc¢inkem, které mohou u svych potomki vytvofit urcité
kombinace rodict. Heteroza tedy nenastava vzdy, ale je nutno aktivné kombinovat rodi¢ovské

genotypy (kombina¢ni ndvaznost). Heterozu nelze geneticky fixovat, je typicka pro F1 generaci
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a v dalSich generacich se ztraci (segregace alel). Plemennd zvitata se v tomto piipadé lisi od
zvitat uzitkovych. Rodi¢ovsky par ma vhodné genotypy (homozygotni) v majorgenech pro
produkci potomka heterozygota. Jedna se o zplsob relativné nezavisly na prostiedi, proto
mohou byt potomci chovani v jinych podminkach (v nukleovych i uzitkovych chovech).
Metody plemenitby zaloZené na heteroze jsou uplatiovany zejména u prasat a dribeze, obecné
u multiparnich druhii a druhit zaméfenych na produkci masa nebo vajec. Reciproka kiizeni zde
nedavaji shodné vysledky, protoze matei'ska a otcovskd plemena a linie jsou Slechtény na jiné
vlastnosti a neni mozné je zaménovat.

Rozlisujeme dvé skupiny metod vyuzivajici heterozniho efektu podle toho, zda selektujeme na

specifickou kombinaéni ndvaznost nebo pouzivame ndhodné kombinace.

Metody se selekci na specifickou kombina¢ni navaznost

Principem je systematické vyhledavani rodicovskych kombinaci poskytujicich nejvyssi
heterozni efekt. Radime sem metody rekurentni selekce, reciproka rekurentni selekce a kfizeni
linii.

- rekurentni selekce - kiiZeni selektované populace A s testovaci linii T (homogenni
Casto inbredni linie). Dle uzitkovosti (heterozni efekt) potomku kiizencit AT vybirdme
rodice z populace A k ¢istokrevnému chovu.

- reciproka rekurentni selekce - princip jako rekurentni selekce, ale misto testovaci linie
jsou pouzity dvé selektované linie (A, B), které navzajem slouZzi jako tester.

- KktiZeni inbrednich linii - vznikaji tizkou pfibuzenskou plemenitbou (kur), nasleduje
test vzajemné kombinovatelnosti. Vysoka genetickd homogenita vychozich inbrednich
linii umoZituje dosahnout vysokého heterozniho efektu. K ziskéani findlnich hybrida se
pouziji kombinace dvou az ctyfliniovych kfiZencii s nejvysSim heteroznim efektem.

Nutna je siroka vychozi zakladna (inbredni deprese, vyfazovani linii).

Metody bez selekce na specifickou kombinac¢ni navaznost

Metody jsou zaméfeny na ziskani heterozniho efektu bez predchoziho testovani — ¢im vétsi
genetické rozdily mezi rodi€ovskymi populacemi, tim vétsi heteroza je o¢ekavana. Potomstvo
tvoti uzitkovi hybridi.
- jednoduché uzitkové kiiZeni - kiizenim dvou plemen jsou ziskani uzitkovi hybridi
obvykle na vykrm.
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- stridavé kriZeni - dochézi ke kiiZzeni dvou plemen, samice kiiZzenky jsou urceny k
reprodukeci pfi pravidelném stfidani Cistokrevnych plemenik.
AxB
ABxA
ABAXxB
ABAB xA

- rotaéni kfiZeni - pro kiiZeni se pouZzivaji tii plemena, princip stejny jako u sttidavého,
plemena rotuji.

- mezidruhové kFiZeni - je kiizeni mezi jedinci riznych druhti (zoologicky blizkych).
Nevyhodou je snizena plodnost nebo neplodnost, naopak vyhodou je zvySena
zivotaschopnost, odolnost a nenaro¢nost potomstva (heteroza). Napi. mezek, mul,

zebroid, skot x bizon, skot x zebu, kur x krita.
Heteroza mé praktické vyusténi v hybridizacnich programech. Hybridizani programy maji

vzdy pyramidalni strukturu - nutny je hierarchicky zptisob chovu, kde probiha chov a §lechténi

rodic¢ovskych populaci oddélen¢ od chovu uzitkovych zvifat (potomki).

3.3 Vliv Slechténi na kvalitu surovin a potravin Zivo¢iSného pivodu

V soucasné dobé jsou identifikovany u ruznych druhti zvifat tisice QTL (napf. v

http://www.animalgenome.org/QTLdb/) ovliviiujicich znaky, které jsou pfedmétem $lechténi.

Patii sem lokusy, které ovliviiuji jak kvantitu produkti Zivocisného plivodu, tak jejich kvalitu.
Ackoliv komplexni charakter vétSiny uzitkovych vlastnosti zt€Zuje vyvoj ptimych genetickych
testli, genotypovani fady markerd (vyjimecné i kausalnich gentl) je jiz v riiznych zemich
uzivano jako soucast selekce zvifat. Ptiklady vybranych markerti souvisejicich s kvalitou

zivocisnych produktti uvadi tabulka 1.

Tab. 1: Vybrané markery a kauzalni geny souvisejici s produkci a kvalitou zivociSnych produkti

Gen Nazev Funkce a projevy
Prasata
RYR1 ryanodinovy vapnikovy kanal sarkoplasmatického retikula,
receptor vysoka zmasilost, nachylnost k PSS, zhorSena kvalita m:
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IGF2

Insulinu  podobny
rustovy faktor

podili se na rtistu a vyvoji bunék
je asociovan s ristovou schopnosti

PRKAG3 protein kinasa, regulace energetického metabolismu kosternich svala
(diive RN) AMP aktivovana asociace s kvalitou masa (kyselé maso)
gamma 3
podjednotka
CAPN, CAST calpain, proteiny kalcium sensitivniho proteolytického systému
calpastatin asociovany s kichkosti masa
Skot
CSN3 k kasein mlécna bilkovina, polymorfizmus asociovan s u¢innosti
zpracovani mléka (vyt&znost syru, kvalita jogurtu)
DGAT1 diacylglycerol O-  syntéza triglyceridu, asociace s obsahem tuku v mléce a
acyltransferasa 1 svalech
CAPN, calpain, proteiny kalcium sensitivniho proteolytického systému
CAST calpastatin asociovany s kiehkosti masa
MSTN myostatin negativni regulator ristu svalli — masnd uzitkovost u
nckterych plemen
Driibez
GH, GHR rastovy hormon a asociace s produkci vajec i zmasilosti
jeho receptor
MTNR1 receptor asociace s parametry produkce vajec
melatoninu
VIPR1 vasoaktivni regulace sekrece prolaktinu, asociace s kvalitou vajec

sttevni peptidovy
receptor

Béhem Slechténi dochazi k ovliviiovani genetického slozeni populace jak v pozadovaném

sméru, tak i k nendhodnym zménam vlastnosti dal$ich, které mohou nezadoucim zptisobem

ovlivnit kvalitu kone¢ného produktu. Genetickou pfic¢inou téchto korelaci mize byt pleiotropie,

vazba genil, interakce alel ¢i jejich produktl. Prikladem neptiznivych disledki Slechténi jsou

napf. u prasat poruchy pohybového aparatu, praseci stresovy syndrom a zmény v kvalité¢ masa

spojené se Slechténim na vysokou produkci masa. Slechténi na vysokou mlé¢nou uzitkovost u

skotu je spojeno s citlivosti k mastitidam a se zménami v obsahu jednotlivych slozek mléka.
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4. Zaklady genomiky domacich zvirat

4.1 Uvod do genomiky a jeji vymezeni

Genom je veskera genetickd informace organismu. Genomika (relativné nova véda — poprvé
1986) je obor genetiky, ktery se zabyva systematickou a komplexni analyzou genomi —
strukturou (strukturni genomika) i funkci (funkéni genomika). Genomika ma tadu dalSich
podoborti napt. komparativni, populacni, epigenomika, osobni genomika. Analyza funkce
genomu (funkéni genomika) souvisi s genovymi produkty (proteiny) a na genomiku pfimo
navazuje proteomika — analyza struktury a funkce vSech proteini daného organismu. Genomika
domacich zvifat se soustfed’uje zejména na systematické hledani markerd a analyzu

komplexnich znakii uzitkovosti a zdravi.

4.1.1 Vyzkum genomu

Ve vyzkumu genomu lze rozlisit tfi etapy — vytvareni genetickych map, sekvenovani genomu,
anotace genomu. Rand fdze genomiky (strukturni) spocivala ve vytvafeni genetickych a
fyzickych map, obsahujicich informaci o prakticky vyznamnych genech uzitkovosti a zdravi,
kone¢nym cilem bylo poznat celou sekvenci. Mapovani genomu bylo dtlezitym krokem v jeho
poznavani, mapy byly vytvafeny postupné a lokalizovaly fragmenty DNA na chromozomy.
Zakladem mapovani bylo ziskani souboru markeri (znaCek = polymorfnich mist), ktery
pomaha ziskat informace o poloze a vzdalenosti jinych gend a usnadfiuje orientaci v genomu.
Mapovani je mozno provadét riznymi postupy a podle toho se mapy rozdé€luji na mapy

genetické a fyzické a na n€ navazuje vlastni sekvenovani genomu.

4.1.1.1 Mapovaini genomu

Genetické mapy

U historicky prvnich genetickych (vazbovych) map se vyuZivaly genetické techniky

(experimentalni kiiZeni) ke tvorbé map ukazujicich polohu genu (markeru). Jsou zaloZeny na
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principu vazby gent, tj. situace, kdy mapované geny lezi na stejném chromozomu a Vv
potomstvu pak prevladaji sestavy alel rodi¢t. Vazbové mapy umoznuji mimo jiné predpovidat
spole¢nou dédi¢nost znakl, jejichz geny lezi na tomtéz chromozomu a vysvétluji nékteré

Z pozorovanych korelaci mezi znaky.

Molekularni a cytogenetické mapy

Pii fyzickém mapovani (molekularni mapy) se jednd o umistovani markerd/gend do
celogenomovych sekvenci. Jejich lokalizace je urCena soufadnicemi part bazi standardniho
referen¢niho genomu daného druhu. Protoze referenni genom je rozdélen na jednotlivé
chromozomy, lze z polohy v celogenomové sekvenci ur€it i chromozom, na kterém gen/marker
leZi a jeho misto (lokus) na daném chromozomu. Pomoci hybridizace in situ (FISH metoda) je
mozné na zaklad¢é hybridizace sondy s fixovanymi metafaznimi chromozomy polohu na

chromozomu vizualizovat pro potieby napiiklad cytogenetické diagnostiky.

4.1.1.2 Sekvenovani genomu

Soucasti genomového mapovani je pfimé uréovani primarni struktury DNA celogenomovym
sekvenovanim. V soucasné dobé je osekvenovano pres 1300 eukaryotickych, kolem 14000
prokaryotickych  genom@i a cca 30000 virovych genomid (Cerven 2019,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). Sekvenovani dale pokracuje k exotickym druhtim,

motskym Zivocichiim, ohrozenym druhtim apod.

Anotace genomu

Sekvence ziskané sekvenovanim celych genomid jsou na prvni pohled nesrozumitelné
kombinace nukleotidt tvoticich strukturu DNA a je proto tfeba je interpretovat, tj. identifikovat
mista, kde jsou zakodovany riizné typy informace, napiiklad pro syntézu molekul proteint nebo
RNA, regulacni mista, nekodujici sekvence apod. Cilem je najit v ziskanych genomovych
sekvencich sekvence gentl, regulacnich oblasti, mist interakci S proteiny a dal§ich vyznamnych
oblasti.

Tento proces se nazyva strukturni anotace genomu. Funkéni anotace genomu pak dava
informace o tom, zda je konkrétni genomova sekvence exprimovana, v kterych tkanich a za
jakych okolnosti. K ziskani téchto informaci se pouziva celd fada metod, jejichz znalost neni

pro veterinarniho 1ékate nezbytna.
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4.2 Genomické pristupy k identifikaci ekonomicky vyznamnych geni zviiat

Genomické piistupy k identifikaci ekonomicky vyznamnych genti mohou byt cilené zamétené
na vybrané (kandidatni geny) nebo vychazeji z analyzy celého genomu (molekularni disekce

komplexniho znaku).

4.2.1 Analyza kandidatnich genu

Vychazi se z hypotéz o mechanizmech vzniku daného znaku (nemoci nebo uzitkového znaku)
a odhadu, které geny by mohly mit na vznik znaku vliv. Tyto geny jsou pak identifikovany
v genomu daného druhu a podrobeny dal$im analyzam, jako napftiklad hledani vyznamnych

polymorfizmil, které mohou slouzit k identifikaci zddoucich nebo nezadoucich genotypii.

4.2.2 Molekularni disekce komplexniho znaku

Genetické mapy a sekvenovani genomu umoznily lokalizaci nejprve gent kodujicich jednoduse
mendelisticky dédi¢né znaky a choroby. V ptipadé komplexnich znakt (vétSina uzitkovych
znakl), je vSak tfeba urcit pocet, lokalizaci, velikost efektu a vzajemné interakce jednotlivych
zacastnénych gent. Nékteré z té€chto informaci Ize ziskat molekularnim rozkladem (disekci)
komplexniho znaku. MoZnosti detekce a identifikace geni podilejicich se na komplexnim

znaku do zna¢né miry zavisi na jejich poctu, velikosti jejich efektu a frekvenci alel v populaci.

4.2.2.1 Princip a obecny postup disekce komplexniho znaku

Pii hledani téchto genti je nezbytné nejprve piesné definovat fenotyp studovaného komplexniho
znaku, jehoz genetickou podstatu zkoumame. Poté se vytvoii dvé skupiny extrémnich fenotypti
(zdravy/nemocny, maximalné/minimaln¢ produktivni), u nichZ je piedpoklad rozdilného
genetického zaloZeni ve zkoumaném znaku. Tyto skupiny jsou podrobeny celogenomovému
screeningu, ktery umoznuje identifikovat markery souvisejici (asociované) s variabilitou
studovaného fenotypu. V ptipad¢é potieby je mozné identifikovat dal$i markery a potvrdit

piedchozi vysledky funk¢ni analyzou genové exprese vybranych geni. Je také mozné usuzovat
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na genové¢ drahy, které se podileji na vzniku studovaného znaku. Tyto znalosti umoziuji
napiiklad hledat vhodna IéCiva v piipadé, Ze studovanym znakem je nemoc nebo vhodné

Slechtitelské postupy v piipad¢€ uzitkovych znakd.

4.2.2.2 Celogenomovy screening (genome-wide association study, GWAS)

Nevyzaduje ptedchozi znalosti biologie sledovaného znaku. Je =zalozeny na vyuziti
polymorfnich markert (SNP), které jsou ze vSech znamych SNP v genomu dané¢ho druhu
(n€kolik milionil) vybrany tak, aby byly rovhomérné rozlozeny po celém genomu na vSech
chromozomech. Obycejné se jejich pocet blizi jednomu milionu SNP, coz znamena, Ze je
analyzovan pftiblizné¢ kazdy desaty SNP. Na tzv. HD-SNP ¢ipu je pak mozné urcit genotypy
(viz kapitola Molekularni diagnostika) pro kazdy ztéchto vybranych markeri u obou
extrémnich fenotypovych skupin. Nésledné se vyhodnoti pomérné (percentualni) zastoupeni
alel v jednotlivych markerech v obou skupinach. Pokud jsou alely markert zastoupeny stejné u
obou skupin, pak je rozdéleni ndhodné a nema souvislost s fenotypem, podle které¢ho jsou
vytvoreny skupiny. Pokud se zastoupeni alel markeri mezi skupinami statisticky 1i$i, znamena
to asociaci mezi markerem a fenotypem, tedy vliv markeru na komplexni znak. Nejéastéjsim
vysvétlenim takové asociace je vazba mezi markerem a kausdlnim genem, ktery ovlivituje
sledovany komplexni znak — obr. 5A,B.

Vysledkem analyzy je tedy identifikace markerti asociovanych se znakem a zaroven
vymezujicich §ir§i kandidatni chromozomalni oblasti ovliviiujici studovany komplexni znak.
Kandidatni chromozomalni oblast je obvykle vétsi usek, zahrnujici fadu gend 1 mezigenovych
oblasti. Pro vytipovani a potvrzeni konkrétnich kandidatnich genti se vyuziva fada metod, ale
identifikace kauzalnich mutaci byva obtizna zejména diky malému efektu individualnich gend.
U vybranych marker se pak testuje jejich vhodnost pro ucely diagnostiky anebo selekce.

Hlavnim kritériem je velikost jejich u¢inku na sledovany znak.
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Obr. 5: Celogenomovy screening. A Schéma vazby mezi markerem a lokusem kvantitativniho

znaku. B Princip GWAS.

4.2.2.3 Potvrzeni biologické funkce kandiddtnich genii: analyza exprese kandiddtnich
genii

K potvrzeni funkce kandidatnich gent slouzi obvykle sledovani jejich exprese nékterou
z metod molekuldrni biologie (viz kapitola Molekuldrni diagnostika). Pokud jsou napf.
testované geny aktivni ve tkani, ktera souvisi se studovanym znakem ¢i onemocnénim,
poukazuje to na moznou spojitost genli a znaku/onemocnéni. Sledovani exprese je pouze
voditkem, ke konecnému potvrzeni funkce gend v daném znaku jsou nutné dalsi informace.
Pomoci genovych manipulaci (principy viz kapitola Genové manipulace) je naptiklad mozné
vyblokovat vytipovany gen genovym knokautem a dle zmény fenotypu knokautovanych
jedinct se odvozuje funkce genu. Obracené 1ze také vlozit normalni sekvenci studovaného genu
do postizenych bunék (zvifeci modely). Pokud je onemocnéni korigovano, je pravdépodobné,

ze sekvence predstavuje kauzalni gen.
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Potvrzeny kandidatni gen obvykle byva soucasti mnoha signaliza¢nich drah. Analyzou drah je
pak mozno vytipovavat dalsi kandidatni molekuly, které se na sledovaném komplexnim znaku

mohou podilet.

4.3 Genomické pristupy k selekci zvirat

Markery identifikované u kandidatnich genti nebo pti GWAS se daji vyuzit k selekci bud’ ptimo
(naptiklad genetické testy na pfitomnost nezadoucich, respektive zadoucich mutaci — viz
tabulka 1) nebo mohou byt vyuzity ke zpfesnéni odhadu plemenné hodnoty pii sestavovani
selekénich indexil. Pokud jde o celogenomové ptistupy, piikladem snahy o maximalni vyuziti
genomickych informaci pro ucely selekce domacich zvirat je genomicka selekce u holstynského

skotu.

4.3.1 Genomicka selekce: urceni genomické plemenné hodnoty

Markery SNP odhalené béhem sekvenovani celych genomit mohou byt vyuzity pro zpiesnéni
odhadu klasické plemenné hodnoty v tzv. genomické selekei.

Pro ucely genomické selekce se nejprve provede GWAS s ¢ipem obsahujicim asi 900 tisic SNP
markert u reprezentativniho vzorku celého plemene/populace. Tento vzorek slouzi jako tzv.
referencni populace, protoze kombinace alel genil, které ovliviiuji uzitkovost skotu jako druhu,
jsou u ruznych plemen rtizné v disledku jejich odlisné historie. U referenc¢ni populace jsou
znamy udaje o uzitkovosti, exteriéru, potomstvu, piibuznosti apod. a je u ni provadén odhad
plemenné hodnoty tradi¢nimi postupy. Na zaklad€ vysledki GWAS je vybrano ptiblizné 50
tisic SNP asociovanych s mléénou uzitkovosti u referencni populace. Ty vytvoii dalsi,
komer¢né produkovany ¢ip, umoziujici urcit genotypy a pomoci specialni rovnice pro vypocet
odhadu plemenné hodnoty odhadnout genomickou plemennou hodnotu zvitat, ktera testujeme
(obr. 6). Genomicka selekce tento odhad umoznuje i u mladych zvifat bez vlastni uzitkovosti a
potomstva, a také u vlastnosti, které jsou obtizné¢ ¢i ndkladné meétitelné jako napt. plodnost,

odolnost k chorobam nebo konverze krmiva.
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Obr. 6: Princip genomické selekce

mladé zvife

Genomickad selekce se zatim uplatiiuje zejména u holStynského skotu, kde dochazi
k rychlej$imu rozhodovani o zafazeni do plemenitby a tim ke zkraceni genera¢niho intervalu.
Naéklady na stanoveni genotypti v SNP jsou zde relativné nizké ve srovnani s naklady na
klasickou testaci (pii klasickém odhadu PH mlécné uzitkovosti je byk selektovan na zakladé
laktace svych dcer — vysoké ndklady na chov, genera¢ni interval kolem péti let; odhad
genomické PH 1ze provést hned po narozeni). U prasat se genomicka selekce uplatiiuje u kanct
Vv nukleovych chovech ve zvySeni pfesnosti odhadu plemenné hodnoty zejména u vlastnosti
maternalnich a ukazatell jatecné hodnoty. U driibeze jiz bylo dosazeno tradi¢nim Slechténim
kratkého generac¢niho intervalu i vysoké intenzity selekce. Genomicka selekce se uplatni
zejména pii zvyseni presnosti odhadu PH u znakt projevenych pouze u jednoho pohlavi a znaka
tézko meéftitelnych. U druht s pyramidalni strukturou chovu, jako jsou prasata ¢i dritbez, mize
vést genomicka selekce az k prebudovani Slechtitelskych programl (mén¢ zvitat v nukleovych

chovech, selekce v nukleu zalozena na predik¢nich rovnicich ur¢enych u kiizencu).
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5. Mutace, mutageny a jejich vyznam

Mutace jsou vyznamnym zdrojem genetické proménlivosti a zakladni hybnou silou evoluce,
ale i predpokladem umélé selekce. Cetnost spontannich mutaci se zna¢né 1idi mezi riiznymi
druhy organismi. Vys$§i organiSmy maji obecné vyspélejsi replika¢ni aparat a reparacni
mechanizmy a v dasledku toho také snizenou Cetnost novych spontdnnich mutaci. Pro

nazornost muzete srovnat udaje v tabulce 2.

Tab. 2: Srovnani ¢etnosti spontannich mutaci u vybranych organismu (zdroj Drake et al. 1998)

Organismus Mutaéni rychlost*
RNA viry 10°

DNA viry (bakteriofagy) 108

Bakterie 1010

Had’atko obecné (Caenorhabditis elegans) 1010

Octomilka obecna (Drosophila melanogaster) 1010

Mys doméci 1010

Clovék 10X

* Pravdépodobnost vyskytu mutace v daném misté (specifické bazi) genomu.

Indukované mutace jsou vyvolavany faktory prostfedi. Tyto faktory obecné nazyvame
mutageny. Cetnost indukovanych mutaci je zavisla jak na evoluéni trovni exponovaného
organismu, tak na typu a davce mutagenu, kterému je organismus vystaven. Navic zde muze
hrét roli 1 individudlni variabilita genomu daného organismu. Z toho plyne, Ze neurcujeme
obecnou cetnost indukovanych mutaci pro dany druh, nebo skupinu druhl tak jako u
spontannich mutaci, ale ¢etnost indukovanych mutaci pro konkrétni druh daného organismu
nebo jeho variantu (kmen, plemeno, linii) v zavislosti na davce konkrétniho mutagenniho

agens.
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5.1 Mutagenita, genotoxicita, testovani genotoxicity

Riziko mutagenity je vyznamnym faktorem ovliviiujicim kvalitu prostiedi, kvalitu produktt

zivoc¢isného piivodu i moznosti vyuziti nejraznéjsich latek a postupii v medicin€ i chovu zvifat.

5.1.1 Mutagenita a genotoxicita

Terminy mutagenita a genotoxicita jsou zejména v biomedicin€ pouzivany nejednotné a Casto
se zaménuji. Mutagenita je schopnost vyvolavat dédicné mutace v molekulach nukleovych
bez ohledu na kone¢ny duasledek pro zasazenou buiiku. To znamend, Ze termin genotoxicita je
Sir§i a zahrnuje mutagenitu. Velmi ¢asto se vSak v souvislosti s praktickymi aplikacemi tyto
terminy pouZivaji jako synonyma, piipadné se termin genotoxicita pouziva jako synonymum
pro mutagenitu chemickych latek. Pro korektni interpretaci konkrétné pouzivaného terminu je
tedy tieba posoudit, jakym zptisobem byla genotoxicita, respektive mutagenita urcitého faktoru
testovana.

Mutageny, respektive genotoxiny mohou pusobit jak pfimo, tak neptimo. Pfimym puisobenim
se rozumi zmény nebo poSkozeni genetické informace pfitomnosti pravé daného
mutagenu/genotoxinu. Nepiimé pusobeni zahrnuje vzdy dalsi komponenty, kdy pisobenim
mutagenu/genotoxinu dochédzi k modifikaci dalSich molekul v bunice, které pak maji za
nasledek zmény DNA bez toho, aby mutagen/genotoxin pfiSel do piimého kontaktu se
zasazenou DNA. Promutageny jsou latky, které sviij mutagenni Uc¢inek ziskaji teprve po

metabolické aktivaci v bunkach, respektive organismu.

5.1.2 Testovani genotoxicity

Testovani genotoxicity je komplexni tkol, kterym se zabyva obor genetické toxikologie. Pti
testovani faktort vnéjSiho prostiedi se uplatiiuje celd fada metod z oborti mikrobiologie,
molekularni biologie a cytogenetiky. Pfi testovani genotoxicity je tfeba mit na paméti, Ze
vétSina genotoxickych faktori ma jeden, nebo nékolik malo zplisobu tcinku na DNA. Stejné

tak testy genotoxicity jsou obvykle nevrzeny na detekci pouze jednoho konkrétniho poskozeni
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DNA. Z toho plyne, ze pro rozhodnuti o genotoxicité nestac¢i pouze jeden test, ale testy se
skladaji do panelii za icelem postizeni co nejsirsi Skaly riznych zplisobtli plisobeni genotoxintl.
Pro sestavovani panelu testl genotoxicity existuji pravidla, kterd jsou v rdmci EU urcovana
agenturami ECHA (European Chemicals Agency) pro chemické latky, EMA (European
Medicines Agency) pro lé¢iva a EFSA (European Food Safety Authority) pro potraviny a
krmiva. Tato pravidla jsou periodicky revidovana tak, aby odpovidala sou¢asnému poznani.
Samotné testovani obvykle probihd v né¢kolika fazich v zavislosti na charakteristice testované
latky a vysledcich testli v predchozich krocich, nebo formou panelu vybranych testi. Blizsi

popis vybranych testi 1ze obvykle najit v databazi OECD (https://www.oecd.org).

5.1.2.1 Invitro testy genotoxicity

V prvni fazi testovani genotoxicity zkoumané latky se vyuziva in vitro testi, konkrétné jsou
nejcastéji doporuCovany Amesuv test na bakteriich a set testll na sav¢éich bunkach.

Amesiyv test (OECD TG 471, obr. 7) je nejznaméjSim testem na mutagenitu. Tento test na
bodové mutace je provadén na bakteriich (obvykle kmeny Salmonella typhimurium, ale existuji
i varianty vyuZzivajici kmeny Escherichia coli). Pro test zasadni charakteristika téchto kmenti je
bodova mutace v genu pro syntézu histidinu. V disledku této mutace nejsou testované kmeny
schopné rst na médiich bez obsahu této esencidlni aminokyseliny, ¢ehoz se vyuziva pfti
hodnoceni testované latky. Test lze provadét bud’ bez metabolické aktivace, nebo S ni.
Metabolicka aktivace promutagenu spociva v pfidani homogenatu z krysich jater do média
spolu s testovanou latkou. Tento krok ma co nejlépe simulovat prostredi téla vyssich zivo¢icht
s celym jejich enzymatickym aparatem, ktery mize s testovanou latkou interagovat a ptivodné
neSkodnou latku pfeménit na mutagen.

V prvnim kroku se ovéfuje, ze bakterie uréené pro testovani skute¢né vykazuji mutaci his™ tim,
ze jsou ze zasobniho média vysety do Petriho misky s médiem, které neobsahuje histidin. V této
situaci bakterie nerostou, nebot’ nemaji moznost histidin syntetizovat (jsou his’) a nemaji ptistup
k histidinu z prostiedi. Po ovéfeni po¢ate¢niho stavu se do média s testovacim kmenem piidava
testovana latka (obvykle existuje n¢kolik paralelnich alikvot s riznou koncentraci testované
latky). Po definované dobé¢ jsou pak takto oSetfené bakterie vysety na médium bez histidinu a
je odecitan pocet narostlych kolonii. Kazda narostl4 kolonie signalizuje jednu muta¢ni udalost,
kdy doslo k zasazeni defektniho mista v genu pro syntézu histidinu (his’) a tim padem

k obnoveni jeho pivodni funkce (his™). Sledujeme tedy vyskyt reverznich mutaci. Protoze
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neexistuje zpisob, jak mutagenezi zacilit pouze do tohoto mista bakterialniho genomu, je tento
pristup detekce genotoxicity zalozen Cisté na pravdépodobnosti. Pokud je testovand olatka
genotoxickd, dochazi k vyskytu mutaci po celém genomu s pfiblizn€ stejnou Cetnosti. Vyuziva
se zde faktu, ze bakterie maji obecn¢ vyssi mutacni rychlost a kratsi generacni dobu spolu s tim,
7e na jedné Petriho misce je vyseto piiblizné 108 Zivych bakterii. Zaroven s experimentem je
provadéna negativni kontrola, kdy do média s testovacim kmenem neni pfidana Zadna testovana
latka, a pozitivni kontrola, kdy je do média pfidan prokazany mutagen detekovatelny
Amesovym testem. Negativni kontrola slouzi ke stanoveni frekvence vyskytu spontannich
revertantli, tedy bakteridlnich bun€k, Vv jejichz genomu doslo k reverzni mutaci v genu pro
histidin bez vné&jsiho zasahu. Pokud je tedy frekvence kolonii v negativni kontrole a testovaci
misce piiblizné stejnd, napt. 10 kolonii v negativni kontrole a 11 kolonii v testovaci misce, je
pravdépodobné, Ze kolonie v testovaci misce jsou také disledkem spontdnnich mutaci a ne
genotoxicity testované latky. Pozitivni kontrola slouzi jednak k ovéfeni spravného provedeni
testu a zarovenn umoznuje hrubé srovnani sily testovaného mutagenu porovnanim poctu

narostlych kolonii v testovaci misce a v misce s pozitivni kontrolou (prokazanym mutagenem).

Testovana latka

Vysoky pocet revertantd
(z his- na his+) naznacuje
Homogenat plsobeni mutagenu
z krysich jater _
vysev kultivace
i e e ——-:‘_:: :-
Medium bez histidinu
vysev kultivace
Kmen Salmonella > _

vyzaduje histidin (his-)

Negativni kontrola
(spontanni revertanti)

Prevzato a upraveno - © User:Histidine / Wikimedia Commons / CC-BY-SA-3.0

Obr. 7: Schéma prubéhu Amesova testu (Wikimedia Commons, pievzato a upraveno)
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Z testli na sav¢ich bunkéch stoji za blizsi popis zejména test na chromozomalni aberace (OECD
TG 473) a test na pfitomnost mikrojader (OECD TG 487), ale existuje i cela fada dalSich.

Test na chromozomalni aberace spociva v in vitro kultivaci bun¢k v pfitomnosti testované
latky. Po piedepsané dob¢ je kultivace pierusena a bunécny cyklus testovanych bunék je
zastaven v metafazi (kondenzované chromozomy) pusobenim kolchicinu (mitoticky jed).
Nasledné jsou pod mikroskopem pozorovany obarvené chromozomy z jednotlivych bunék a
jsou vyhledavany jak numerické, tak strukturni aberace. Tento test mize byt dale modifikovan
pouzitim metody FISH (fluorescence in-situ hybridization), ktera umoZiuje zvyraznéni

konkrétni oblasti chromozomu.

Test na pritomnost mikrojader vyuziva také mikroskopie, ale nejsou pii ném pozorovany
jednotlivé chromozomy. Po in vitro kultivaci stejné jako v predeslém piipadé jsou bunky
vystaveny pusobeni cytochalasinu B, ktery zptsobi zastavu déleni bunééné membrany, ale ne
jader. Pod mikroskopem tedy pozorujeme velké dvoujaderné buiky. Pokud dochéazi ve
sledovanych bunkach ptsobenim testované latky k chromozomalnim zlomim nebo
aneuploidiim projevi se to vyskytem mikrojader. Mikrojadra jsou struktury viditelné v bunécné
cytoplazmé obsahujici bud’ cely chromozom nebo chromozomalni fragment. Mikrojadro je

tedy pfimym disledkem poskozeni chromozomtl.

5.1.2.2 Invivo testy genotoxicity

Ve druhé fazi se piechazi k testovani in vivo. Nejcastéji pouzivané jsou test na transgennich
hlodavcich (OECD TG 488), in vivo variace testll na pfitomnost chromozomalnich aberaci
(OECD TG 475) a ptitomnost mikrojader (OECD TG 474) a Comet test (OECD TG 489).

Test na transgennich hlodavcich vyuzivd jako pokusné subjekty jedince ze specialné
vySlechténych laboratornich linii, ktefi maji ve svém genomu zaclenény kopie cizorodé DNA,
kterd nese jeden nebo vice reportérovych genll. Transgenni DNA je nejcastéji bakteridlniho
puvodu. Dilezitym predpokladem je, ze reportérové geny maji neutrdlni charakter, tedy
zadnym zpusobem neovliviiuji svého hostitele. Po plisobeni testované latky na transgenniho
hlodavce jsou odebrany vzorky tkani, ze kterych je izolovana cizorodda DNA. Tato DNA je
nasledné zabalena do virového vektoru a pienesena do bakteridlniho hostitele, ktery je schopen
danou DNA exprimovat. Pokud jsou reportérové geny poSkozeny puisobenim testované latky,

nedochazi k jejich expresi v bakterialnim systému. Tato zména se projevi jeho chovanim na
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vhodné zvoleném selekénim médiu. Jako reportérové geny jsou Casto pouzivany bakterialni
geny pro rezistenci k antibiotikim. Pokud dojde k jejich poskozeni, nemtize bakterie, ktera je
nese, rust na médiu s obsahem tohoto konkrétniho antibiotika. Protoze existuji genotoxické
latky, u kterych bylo pozorovano selektivni ptisobeni jen v urcitych tkanich (obvykle takovych,
kde se bunky castéji déli), je velkou vyhodou testu na transgennich hlodavcich moznost
analyzovat jakoukoliv somatickou nebo gametickou tkan exponovaného jedince. Test je
zaméten zejména na bodové mutace a kratsi prestavby v ramci jednoho nebo nékolika malo
lokusii (inzerce, delece, substituce, transverze).

In vivo verze testu na chromozomalni aberace a testu na piitomnost mikrojader probiha stejné,
jako bylo popsano vyse s tim rozdilem, ze analyzovany material pochazi od exponovaného
zvitete a ne z bunééné kultury.

Comet test je zaloZeny na izolaci jednotlivych bunék nebo bunéénych jader z vybrané tkané
exponovaného jedince. DNA z téchto bunék/jader je nasledné imobilizovana v agarovém gelu
a je vystavena elektrickému poli (gelova elektroforéza). Pokud je DNA neposkozena, ziistava
na svém puvodnim misté v relativné kompaktnim ttvaru. Pokud ale doslo ptisobenim testované
latky k fragmentaci této DNA, pohybuji se odStépené fragmenty v gelu smérem k anod¢. Tento
test se nazyva Comet testem proto, Ze odStépené fragmenty pohybujici se smérem od
neposkozené DNA vypadaji na gelu jako ocas komety. Vyhodnoceni testu probiha obvykle pod
mikroskopem. Test je zaméfen na detekci dvouvlaknovych zlomt DNA.

Mimo vySe zminéné testy samoziejmé existuje jest¢ mnoho dalSich, které mohou byt zahrnuty
do testovaciho panelu, pokud k tomu existuji vhodné ptedpoklady. Naptiklad na bakteriich je
mozné provadét SOS chromotest, ktery pomoci fizniho genu zahrnujiciho promotor pro SOS
odpovéd’ a kodujici oblast pro beta-galaktosidazu umoznuje detekci Sirokého spektra poskozeni
bakteridlniho genomu. Pokud je testovand latka urCena pro pouziti v rostlinné vyrobég, je
k dispozici fada testi provadénych na rostlinach. Tradescantia test je testem na somatické
mutace. Miilleriv embryonalné letalni test na Arabidopsis thaliana pozoruje gametické
recesivni embryondlné letalni a chlorofylové defektni mutace.

Vsechny vySe zminéné testy se obvykle provadéeji u latek, které byly nové syntetizovany, a
uvazuje se o jejich $irSim vyuziti. Takovyto pfistup je oznacovan jako prospektivni. Naproti
tomu se mizeme setkat také s pfistupem retrospektivnim, kde v minulosti doslo k uvolnéni
genotoxickych latek do prosttedi a nyni se pozoruje jejich vliv a koncentrace v daném prostiedi.
Toto monitorovani mize spocivat v odbérech nejriznéjSich vzorki (pida, voda, biologicky

materidl) a testovani genotoxicity takto ziskaného materidlu, nebo odchyt Zivocicht
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dlouhodobé zijicich v kontaminovaném prostiedi a sledovani dopadii expozice na jejich

genetickou informaci.

5.2 Genetické riziko faktori vnéjSiho prostiedi, mutageny v potravnim

retézci

Genotoxické faktory vnéjsiho prostiedi délime standardné do tfi kategorii:

- Fyzikalni faktory
- Biologické faktory
- Chemické faktory

5.2.1 Fyzikalni faktory

Fyzikalni faktory zahrnuji rizné druhy zéfeni. Za zminky stoji zejména UV zéfeni, které je
soucasti slunecniho zafeni a ma schopnost vyvolavat poSkozeni DNA exponovanych bunék
tvorbou cyklobutanovych pyrimidinovych dimerd. Tento typ mliZze byt mit neZadouci Gc€inky
zejména v oblastech s chronickou expozici vysokym davkam UV zafeni a je davan do
souvislosti naptiklad se vznikem okuldrniho skvamoézniho karcinomu u ovei a skotu. Druhy typ
zafeni s negativnimi disledky je zafeni ionizujici. Ionizujici zafeni mize pochazet z rliznych
zdroji a ma mnohem §irsi Skalu ucinkd. Nejcastéji pozorujeme bud’ poskozeni DNA, kdy zateni
piimo zasahne danou DNA a vede k tvorbé jednofetézcovych nebo dvoutetézcovych zlomd.
Druhym nejcastéjSim typem poskozeni jsou zmény DNA pisobenim volnych radikald. Zareni
vytvari uvniti bunék vysoce reaktivni molekuly (volné radikaly), které mohou reagovat s DNA
a zpusobovat modifikace nebo zlomy v zasazeném miste. Fyzikalni faktory nejsou z hlediska
celkového rizika prostiedi pfilis vyznamné. Expozice neni obvykle pfili§ vysoka a jejich G¢inky

jsou znamy a pod kontrolou (radiodiagnostika).
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5.2.2 Biologické faktory

Pod pojmem biologické faktory se obvykle rozumi viry (s lyzogennim cyklem) a transpozony.
Transpozony jsou mobilni elementy pfitomné v genomu vyssich organismu. Lyzogenni viry
maji schopnost zaclefiovat svlij genom do genomu hostitele. U obou skupin je princip piisobeni
velmi podobny. Pokud se transpozon nebo virovy genom zacleni do kodujici sekvence (genu)
hostitelského genomu, dojde k ptferuSeni této kodujici sekvence a gen ztrati svoji funkci.

Formalné¢ jsou pfi¢inou mutaci typu inzerce.

5.2.3 Chemické faktory

Nejrozsitenéjsi skupinou genotoxinl jsou jednoznacné chemické faktory (latky). Chemické
latky jsou jednak pfirozenou soucasti prostiedi, ale také jsou do prostfedi uvadény cinnosti
cloveka. Piirozené genotoxiny jsou nejcastéji produktem plisni (napt. aflatoxiny) nebo vysSich
rostlin (napf. alkaloidy). Uméle vytvofenych genotoxinii je nasobné vyssi mnoZstvi. Do
prostfedi a nésledn¢ do potravniho fetézce se dostavaji celou fadou cest. Mohou byt zcela
zamérné do prostredi uvoliovany, kdy nékteré latky pouzivané v zemédélstvi maji prokazany
genotoxicky potencial (napt. herbicid Roundup). I v dalSich skupinich latek pouzivanych
v zeméedélstvi byly objeveny genotoxiny. Jednd se zejména o hnojiva, pesticidy, fungicidy, aj.
Dalsi moZnou cestou zaneseni chemickych genotoxint do prostiedi je nedostatenou Upravou
odpadnich latek vypousténych vyrobnimi provozy, nevhodnym skladovanim a pouzivanim.
Mimo tyto vySe zminéné cesty se chemické genotoxiny do prostifedi také mohou dostavat
v disledku havarii a pfirodnich katastrof. Vyznamnou skupinou chemickych latek
S potencialnim rizikem genotoxicity jsou lé€iva. Testy na genotoxicitu jsou u lé¢iv jednim
z kritickych predpokladi jejich uvedeni na trh.

Chemické latky uméle vyrabéné clovéekem podléhaji pfisnému testovani a kontrole, kde se
naplno vyuziva genotoxickych testli popsanych difive v této kapitole. ProtoZe je ale koncept
genotoxicity relativné novy, nebylo toto testovani pouzivano vzdy, a tak dochazelo v minulosti
k neuvédomélému zamoieni prostiedi t€émito latkami. Tak byl do prostfedi uveden naptiklad
insekticid DDT, ktery je sice velmi efektivnim nervovym jedem pro hmyz, zaroven je ale také
genotoxicky pro celou fadu dalSich organismi vcetné ¢lovéka. Dalsimi piiklady chemickych
genotoxinil diive hojné vyuZivanych jsou azbest, formaldehyd a dioxiny. Azbest se pouZival

jako protipozarni izolace ve stavebnictvi a expozice je spojovadna se zvySenym vyskytem nadort
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zejména dychacich cest. Formaldehyd se 1 dnes dostava do prosttedi jako slozka vyfukovych
plynt. Diive byl navic pfitomen v kosmetice a riznych natérovych a Cisticich prostiedcich.
Formaldehyd byl také hojné vyuzivan pii konzervaci nejriznéjSich preparatti. Formaldehyd se
vyznacuje zvySenou karcinogenni aktivitou, kterd ma molekularni podstatu v zesitovani DNA.
Dioxiny se nejCastéji vyuzivaly jako herbicidy. Ve svété je nejznaméjsi vyuzivani dioxini
Vv pribéhu vélky ve Vietnamu, kde byly pouzivany pod oznacenim Agent Orange. U nés se
dioxiny vyrabély v chemicce Spolana Neratovice.

Velka ¢ast uméle vytvorenych genotoxinti je velmi obtizné biologicky degradovatelna a tim
padem v prostiedi pietrvavaji ve vysokych koncentracich jesté dlouho po ptivodnim zaneseni.
Takové latky se oznacuji jako perzistentni organické latky. Jako pfiklad mizeme uvést diive
zminéné dioxiny. Vyroba dioxinti ve Spolan¢€ skoncila koncem 60. let, ale jest¢ dnes, témét 50
let poté, je Cast aredlu zamotena nebezpeéné vysokymi koncentracemi téchto latek. Nékteré
perzistentni organické latky jsou rozpustné v tucich a ukladaji se pak ve zvySenych
koncentracich v tukovych tkanich exponovanych Zivoc¢ichd. Timto zptisobem pak mohou

postupovat potravnim fetézcem a zasahnout i zivo€ichy, ktefi jim nejsou pfimo vystaveni.

5.3 Mutageny a genetika nadorovych onemocnéni

Velmi ¢astym diisledkem plisobeni mutagenti na genetickou informaci somatickych bunék je
zvySeny vyskyt nddorovych onemocnéni. Nadorové bujeni se se zvySenou pravdépodobnosti
vyskytuje ve tkanich, které byly mutagenu piimo vystaveny. Klasickym piikladem jsou

karcinomy kuze v disledku nadmérného opalovani.

5.3.1 Geneticka podstata vzniku nadorovych onemocnéni

Vznik nadorovych onemocnéni je z hlediska genetiky vysoce komplexni mechanizmus, ktery
spociva v postupné akumulaci mutaci. Ke vzniku nadorového onemocnéni nestaci tedy jedna
mutace, ale je potfeba souhra nékolika riiznych mutaci, které¢ umozni bézné somatické bunce
transformaci na buniku nadorovou. Geny, které jsou spojeny snadorovym bujenim, jsou
souhrnné oznacovany bud’ jako onkogeny nebo antionkogeny (tumor-supresorové geny).

Protoonkogeny jsou geny, které fidi bunééné déleni a diferenciaci, onkogeny jsou verze téchto
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gent, které byly aktivovany v disledku mutace. Onkogeny pak nésledné dereguluji bunécné
déleni a dochazi k nekontrolovanému mnozeni takto postizené bunky. Naproti tomu jsou
antionkogeny (tumor-supresorové geny), které funguji jako supresory bunééného déleni.
Zatimco u protoonkogenu vétSinou staci, aby zmutovala pouze jedna kopie a doslo ke
zvySenému déleni bunék, u antionkogenti je potieba vyfadit obé kopie, aby doslo ke ztraté jejich
funkce. Proces onkogeneze vsak muze souviset i s epigenetickymi faktory, napiiklad

s uml¢enim funkce urcitych geni bez jejich zmény (mutace).

5.3.1.1 Genetické faktory ovliviiujici vznik a rozvoj nadorovych onemocnéni

Tradi¢ni koncept chape proces karcinogeneze jako vicestupnovy, zahrnujici stadium iniciace,
promoce a progrese. V prvnim stadiu dochdzi k ireversibilnim genetickym zménam v buiikach,
V promoc¢nim stadiu dochdzi k postupné transformaci normélni buiiky v buiiku nadorovou za
ucasti fady faktorti — promotorti nddorového procesu, a stddium progrese zacind se vznikem
prvni transformované buiiky. V této fazi se nadorové bunky dostavaji do interakce s obrannymi
mechanizmy organismu. Uplatiiuji se zde genetické vlastnosti, zejména nestabilita a
heterogenita genomu nadorovych bunck na jedné strané a geneticky potencial obrannych
mechanizmil organiSmu a jejich nastaveni v konkrétnim case na stran¢ druhé.

Pro rozvoj naddorového onemocnéni je potieba, aby transformovand buiika nashromazdila
dostatek mutaci, které ovliviluji nékteré klicové vlastnosti. Jak bylo uvedeno vySe, pro
transformaci buniky na buiiku nadorovou je nezbytné nutnd deregulace bunééného cyklu.
VétSina somatickych bunék méd omezeny pocet déleni, ktery miZe béhem svého Zivota
podstoupit. Toto omezeni je primarné dano délkou telomer, které se po kazdém bunécném
déleni zkrati. Nadorové buiiky toto omezeni v dusledku akumulovanych mutaci ignoruji, coz
jim dava prakticky neomezeny replika¢ni potencial. Velmi dileZitou vlastnosti nadorovych
bun¢k je autostimulace, kdy si nadorové buiky syntetizuji svoje vlastni prorustové signaly.
S tim je spjata dal$i vlastnost, a to je necitlivost K supresivnim signalim pfichazejicim
z vngjSiho prostfedi. Protoze transformace builky probihd v tkani, kde je zasazena builka
obklopena dal§imi podobnymi buiikami a maji k ni pfistup i dalsi specializované bunky (napf.
imunitniho systému), podléha zasaZena buiika signalim téchto bunék, které ji mohou smérovat
napt. k apoptéze nebo zastaveni bunétného cyklu. Z tohoto diavodu je pro uspe€Snou
transformaci nezbytné, aby se nadorové buiky staly necitlivé k témto signalim. Apoptoza

(fizena bunécna smrt) je vedle reparacnich systémi eukaryotické bunky bézny mechanizmus,
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jak se vyporadat s poSkozenim DNA. Pokud nelze poskozeni opravit napi. nukleotidovou
excizni reparaci, podstupuje bunka sama za béznych okolnosti apoptéozu. Neni tedy
pfekvapenim, Ze narusSeni apoptézy (jak vnéjsich, tak vnitfnich apoptotickych drah) je u
nadorovych bun¢k bézny jev. U lidi jsou mutace v genech kontrolujicich apoptotické anebo
reparacni procesy spojeny S dédi¢nymi nddorovymi syndromy.

I kdyz jsou nadorové bunky velmi odolné proti vliviim svého prostiedi, stale potiebuji pro svij
zivot pfisun zivin a kysliku. Z toho divodu se u nadorovych bunék casto setkdvame se
zvySenou angiogenezi (tvorbou novych krevnich kapilar), kterd umozni nadorovym bunikam
bunék je tvorba metastaz. Metastazy jsou sekundarni loziska nadorového bujeni, ktera vznikaji
v disledku vycestovani nadorovych bunék mimo primarni nador. Tato schopnost je obvykle
spojena s naruSenim funkce gent zajistujicich bunéénou adhezi. Buiiky s narusenou adhezi
mohou byt nésledné rozndseny krevnimi cestami do dalSich organii a stavaji se zakladem
metastdz. Ne vSechna nadorova onemocnéni ziskaji tuto schopnost.

Mechanizmy vzniku nddorovych onemocnéni u domacich zvirat jsou principialné stejné jako u
lidi a modelovych sav¢ich druhti. Néktera nddorova onemocnéni domdcich zvifat mohou slouzit
jako modely ke studiu téchto onemocnéni, naptiklad melanom u prasat nebo viry indukované

nadory u kura.
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6. Dédi¢na onemocnéni a vrozené vyvojové vady domacich zvirat

Dobry zdravotni stav je jednim z ekonomicky vyznamnych znak a je zakladnim predpokladem
uzitkovosti. Zdravi je nejenom podminkou pro dosazeni Slechtitelského cile, ale mize samo o

sob¢ byt predmétem Slechténi. Mezi geny, které ovliviiuji zdravotni stav, patii:

- geny, jejichz mutace zpusobuji dédi¢na onemocnéni (DO) a vrozené vyvojové vady

(VVV)

- geny, které ovliviluji vnimavost a rezistenci k onemocnénim (viz kap. Geneticka

odolnost a vnimavost k nemocem u zvitat, Imunogenomika a imunogenetika)

Onemocnéni a VV'V, jejichz pfi€inou je poskozena genetickd informace buiky, tedy mutace,
oznacujeme jako onemocnéni genetické. Z hlediska dédi¢nosti je ditlezité, kdy k mutaci doslo.
Je-li mutace pfitomna v bunikach zarode¢né linie, tedy rodicovskych gametach nebo budoucich
gametach jedince, jde o tzv. gametickou (zarode¢nou) mutaci. Onemocnéni a VVV vzniklé
gametickou mutaci jsou pfenosné na potomstvo - jsou tedy dédiéné. Gametické mutace se
mohou projevovat rizné¢ — mohou byt neslucitelné se Zivotem (pak dochdzi k embryonalni
mortalité nebo abortim v riznych fazich gravidity, tyto mutace se oznacuji jako letalni faktory)
nebo davaji vznik dédicnym VVV a onemocnénim.

Mutace, ke kterym dojde v jinych nez zarodecnych bunkach, oznacujeme jako mutace
somatické, protoZe jsou pfitomny pouze v somatickych a nikoli pohlavnich buiikéch. Tyto
mutace se neptenasi do dalSich generaci a vyskytuji se pouze u dcetfinych bunék - klonti, které
vznikly dal§im délenim bunky postizené somatickou mutaci. K somatickym mutacim mize
dochazet v pribéhu riznych fazi ontogeneze, tedy i prenatdlné, a da se fici, Ze ¢im dfive
k mutaci dojde, tim vé&tsi rozsah poskozeni lze ocekavat. Nejvice devastujici jsou mutace, ke
kterym dojde v obdobi kritické periody vyvoje daného morfogenetického (organového)
systému. Prenatalni somatické mutace se nejcastéji manifestuji jako VVV. Stejny dopad jako
prenatalni somatické mutace mohou mit poskozeni plodu vyvoland environmentalnimi faktory,
které pasobi prostfednictvim interference s expresi atd. Somatické mutace ale mohou vznikat 1
po narozeni a v prubéhu dalsiho Zivota jedince. Typickym ptikladem jsou nadorova
onemocnéni, ktera jsou nasledkem mutaci tumor-supresorovych genti (mechanizmem ztraty

heterozygotnosti) nebo nasledkem mutaci indukovanych pfemén protoonkogenti na onkogeny.
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V souvislosti s genetickymi onemocnénimi je tieba je$té¢ definovat terminy vrozené
(kongenitalni) a familialni onemocnéni. Vrozené onemocnéni je takové, které je manifestovano
a da& se rozpoznat pii narozeni jedince. Pfikladem takového onemocnéni je tieba cyklicka
neutropenie kolii, dédi¢nd autosomalné recesivné, nebo polydaktylie, dédicna autosomalné
dominantnég. Je tieba si ale uvédomit, Ze ne vSechna vrozend onemocnéni jsou dédi¢na (mohou
byt zplisobend i somatickymi mutacemi nebo ptisobenim environmentéalnich faktord, napf.
rozs§tépove vady) a naopak, ze ne vSechna dédi¢nd onemocnéni jsou vrozena (napt. progresivni
retindlni atrofie nebo kardiomyopatie se manifestuji Casto az v dospélosti). Familialni
onemocnéni je takové, které se v urcitych rodinach vyskytuje Castéji nez v okolni populaci.
Pfi¢inou mize byt dédicna vada, ktera v rodiné segreguje, ale také jiné faktory, které v ramci
rodiny postizené jedince spojuji (napt. obydli u zdroje radonu nebo potravni preference). Tedy

1 pro familidlni onemocnéni plati, Ze mohou, ale nemusi byt dédi¢na.

6.1 Dédi¢na onemocnéni

Dédi¢na onemocnéni jsou zpusobena mutacemi v zarodecné linii a pfenosnd pohlavnimi
buikami na dal$i generace. V zavislosti na charakteru a lokalizaci kauzalni mutace/mutaci

rozeznavame dva hlavni typy dédi¢nosti — mendelisticky a nemendelisticky.

6.1.1 Mendelisticky typ dédi¢nosti

Mendelistickd dédi¢nost je pravidelnd dédicnost jednoduchych, nejcastéji monogenné

zalozenych znak.

Autosomalné dominantni (AD) dédi¢nost. U tohoto typu dédi¢nosti nastala kauzalni mutace
v genu lokalizovaném na autosomu a mutantni alela se chova dominantné. Dominantni u¢inek
alely A znamena, Ze prekryje projev recesivni alely a. Heterozygoti (Aa) a dominantni
homozygoti (AA) jsou nemocni a recesivni homozygoti (aa) jsou zdravi. Variantou AD
dédicnosti je netiplnd dominance, kdy sila projevu zavisi na poc¢tu pfitomnych dominantnich
alel, tedy je rozdil mezi heterozygoty a dominantnimi homozygoty (napt. svalova hyperplazie

u pstt). Nekteré mutace maji tak zasadni G€inek, ze v homozygotnim stavu pusobi jako letalni
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faktory (napf. polycysticka choroba ledvin u kocek, PKD) a piezivaji pouze heterozygoti. Tento
jev se nekdy oznacuje ponékud matoucim terminem dominantni dédi¢nost s recesivnim

letalnim ucinkem.

Autosomalné recesivni (AR) dédicnost. U tohoto typu dédi¢nosti je gen S kauzalni mutaci
rovnéz lokalizovan na autosomu, ale mutantni alela se chova recesivné. To znamena, ze jeji
ucinek je prekryt u¢inkem dominantni alely, je-1i pfitomna, a aby doslo k projevu onemocnénti,
je tfeba dvou recesivnich alel. Nositelé genotypu aa jsou nemocni, heterozygoti Aa jsou zdravi
pfenaseci vady a homozygoti AA jsou zdravi. Recesivni mutace jsou vétSinou ztratové, tj.
takové, které zplsobi ztratu funkce kddovaného proteinu (pfedcasny stop kodon vedouci
zkréaceni proteinu, SNP vedouci k zdméné AK ve funkéni doméné proteinu aj.). Ztrata funkce
poloviny produktii genu je u heterozygotii kompenzovana funkénimi produkty dominantni alely
(napt. u enzymatickych poruch vystaci aktivita enzymu produkovaného dominantni alelou
k pokryti potieb organismu) a nedochazi tak k projeviim onemocnéni. Pravé heterozygotnost u
AR onemocnéni byva problémem pii jejich eliminaci. Na rozdil od AD vad, kde se i jen jedna
mutantni alela manifestuje ve fenotypu, u AR onemocnéni je tfeba vyhledavat heterozygoty —
skryté nositele vady pomoci testll heterozygotnosti (viz kap. Eliminace DO a VVV). AR

dédi¢nost je u monogennich DO a VVV domadcich zvifat nejcastéjsim typem dédicnosti.

Dédi¢nost vazana na pohlavi. U tohoto typu dédicnosti se kauzalni gen nachdzi na pohlavnich

chromozomech - gonozomech. Z genetického hlediska rozliSujeme na gonozomech ti oblasti:

- pseudoautozomalni oblast chromozomui X a Y — homologni segmenty téchto
chromozomti. Tato oblast je dulezita pro parovani chromozomii v pribéhu meiozy. U
domadcich zvitat je tato oblast kratkd a nenachazi se zde zadné vyznamné geny. U
bezobratlych a ryb je tento segment del§i a geny zde umisténé vykazuji v podstaté
autozomalni dédicnost.

- diferencidlni segment chromozomu Y — V heterolognich segmentech gonozomit lezi
geny kodujici pohlavni znaky. Na chromozomu Y lezi lokus SRY (sex determining
region), ktery rozhoduje o pfitomnosti varlat. U domdcich zvifat v tomto useku dosud
nebyly popsany zadné geny zodpovédné za DO, VVV nebo uzitkové znaky. Geny leZici
v tomto Gseku nepodléhaji rekombinaci pti meidze a ptedavaji se pouze z otce na syna
—tzv. holandricky typ dédicnosti.

- diferencidlni segment chromozomu X — Vv heterolognim segmentu chromozomu X se

nachazi cela fada gend a mutace v nich jsou zodpovédné za vznik nékterych DO i u
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domacich zvitat. Dédicnost téchto znaki se oznacuje jako X-vazana nebo zjednodusené
gonozomalni (i kdyz je tento vyraz nepiesny, pouziva se vétSinou prave pro popis X-
vazané dédicnosti, protoze prakticky vSechny geny pro vyznamné znaky a DO ulozené
u domacich zvifat na gonozomech jsou pravé v heterolognim segmentu chromozomu
X). Také u X-vazané dédicnosti rozliSujeme dominantni a recesivni typ:

X-vazana dominantni (XD) dédi¢nost. U domacich zvifat se timto zptisobem nedédi
zadné znamé DO, avSak nékteré znaky exteriéru ano (napt. lokus O u kocek, kde
dominantni alela zodpovidd za produkci oranzového typu pheomelaninu namisto
¢erného eumelaninu). U lidi tuto dédi¢nost vykazuje napf. vit. D rezistentni rachitis
(hypofosfatémie). V ptipadé XD dédicnosti pozorujeme v potomstvu vice postizenych
dcer (protoze od postizeného otce XAY budou viechny dcery rovnéz nemocné — dostanou
XA, zatimco synové dostanou Y; matka X X2 preda sviij X* chromozom potomktim obou
pohlavi se stejnou pravdépodobnosti 50%).

X-vazana recesivni (XR) dédi¢nost. Tento typ dédicnosti je u gonozomalnich
monogennich vad nejcastéjsi. Dédi se tak napt. hemofilie u fady druht, syndrom SCID
u basetll nebo daltonismus u lidi. V pfipadé XR dédi¢nosti je nutné si uvédomit, Ze
samci jsou pro chromozom X hemizygotni (tj. maji pouze jeden) a nemohou byt
heterozygotnimi skrytymi nositeli vady. Tedy u€inek X-vdzané recesivni alely u nich
nemuize byt piekryt u¢inkem dominantni alely, jako je tomu u heterozygotnich samic.
Na zaklad¢ fenotypu u nich proto miiZzeme pfesné urcit genotyp: nemocny samec musi
byt X2Y, zdravy samec musi byt XAY. U XR dédi¢nosti nachdzime v potomstvu vice
nemocnych samcii nez samic (synové matky prenasecky X*X2 maji $anci 50%, ze od ni
dostanou X? a budou nemocni; jeji dcery maji rovnéz Sanci 50% na ziskani X2, avSak
aby byly nemocné, musely by zaroven ziskat X? také od nemocného otce). Nejcastéji
proto pozorujeme situaci matka prenaseCka a postizeny syn. Pii sledovani rodokmenu
zjistime, Ze onemocnéni ma tendenci pieskakovat generaci (nemocny dédecek ma dceru

pfenaSecku a nemocného vnuka).

6.1.2 Nemendelisticka dédi¢nost

Nemendelistickd dédi¢nost je souhrnné oznaceni pro vice typid dédicnosti s odliSnym
genetickym principem, jejichz spoleénym znakem je omezena schopnost predikce vysledkt

ktizeni, tedy urcita nepravidelnost. Realizace genotypu do fenotypu je u nich ovlivnéna riznymi
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modifikujicimi faktory. Pro domaci zvifata ma nejvétsi vyznam multifaktoridlni typ dédicnosti;
zbyvajici typy — mitochondridlni dédi¢nost, imprinting a dynamické mutace — jsou zatim

vyznamné spiSe v humanni medicing.

Multifaktorialni dédi¢nost. Pro tento typ dédicnosti je charakteristické, Zze na vysledném
fenotypu se podili vice riznych genl (ne vzdy se stejnou intenzitou u¢inku) a zaroven faktory
prostiedi. Obé¢ sloZky — geneticka a environmentalni — piedstavuji dvé skupiny proménnych a
jejich vysledna kombinace urcuje fenotypovy projev (viz také rozklad fenotypové variance kap.
Genetika kvantitativniho znaku). Multifaktorialni dédi¢nost tak vysvétluje vztah mezi

genotypovou a fenotypovou variabilitou a tyka se komplexnich znakd.

Geneticka slozka se u multifaktoridlni dédi¢nosti oznacuje jako geneticka predispozice. Na
sledovaném znaku se svym u¢inkem podili vét$si mnozstvi gend, jejichz alely dané kombinaci
pribézné nahromadénych SNP mohou mit ucinek pozitivni, neutrdlni nebo negativni, a
souhrnny genotyp jedince ve vSech téchto genech urcuje jeho genetickou predispozici. Mnoho
alel mnoha gent vytvaii velké mnozstvi moznych kombinaci. Na urovni populace nalezneme
kontinualni variabilitu genotypi, ktera sleduje gaussovské rozdéleni ¢etnosti. V populaci se
tedy bude vyskytovat mensi mnozstvi jedinci s velmi rizikovym genotypem, mens§i mnozstvi
jedinct s velmi odolnym genotypem a vétSina populace bude mit genotyp Vv okoli praméru.
Také environmentalni faktory, které na jedince této populace plsobi, vykazuji zna¢nou
variabilitu. Nékteti jedinci budou vystaveni pfevazné pozitivnim faktoriim, nékteti prevazné
negativnim, a vétSina populace bude vystavena riznym kombinacim jak pozitivnich, tak
negativnich faktord. Kombinace genetické predispozice (genotypu) a pusobicich faktori
prostiedi se oznacuje nachylnost k onemocnéni (liability) a je u kazdého jedince definovana
unikatni kombinaci jeho genotypu a na né&j puasobicich faktort prostfedi. Pokud bychom
sledovali nachylnost ke sledovanému onemocnéni v rdmci celé populace, zjistime opét, ze
rozlozeni nachylnosti v této populaci vykazuje kontinuitni variabilitu a sleduje Gaussovu
ktivku (obr. 8).

58



Podet jedincii v populaci

Prah

Néachylnost k onemocnéni

Obr. 8: Distribuce nachylnosti (liability) k onemocnéni u multifaktoridlnich znakt

Pro multifaktoridlni DO je charakteristické, ze dosaZenim urcité kombinace genotypu a

prostfedi piekro¢i nachylnost k onemocnéni tzv. prah, a onemocnéni se projevi. Toto se

oznacuje jako prahovy model dédicnosti multifaktoridlnich onemocnéni. Pozorovana

distribuce fenotypu v populaci — fenotypova variabilita — pak muze mit dvé rizné formy (viz

ilustrativni ptiklady na obr. 9):

diskontinuitni fenotypova variabilita — pozorujeme pouze dva fenotypy, podprahové
(normalni, zdravé jedince) a nadprahové (nemocné jedince). Znak ziistava latentni a
projevi se pouze po piekroceni prahu. Znak ma tedy kvalitativni projev typu ano/ne a
nelze jej tadné kvantifikovat. VétSina VVV a nékterd onemocnéni Vv dospélosti
s dédicnou predispozici maji tento charakter (napt. cukrovka, morfologické vady).

kontinualni fenotypova variabilita — pozorujeme souvislou $kalu jednotlivych
fenotypti, které plynule prechézi jeden v druhy. Fenotypy lze kvantitativné hodnotit a
jejich distribuce v populaci je vyjadiena Gaussovou kiivkou. Rozlisujeme zde fenotypy
normalni, podprahové a fenotypy patologické, nadprahové, pfi¢emz patologicky stav
vznikéd plynule ptfekrocenim urcité empirické hodnoty. Jako piiklad lze uvést napf.
vysku krevniho tlaku, kdy normalni hodnoty pozvolna ptechdzi v hodnoty patologické
(v tomto piipade na obou stranach kiivky; néktefi jedinci budou mit ptili§ nizky tlak,
vétSina populace ma tlak v normalnim rozmezi, a nékteti jedinci budou mit tlak ptilis

vysoky).
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Kontinualni rozlozeni fenotypt Diskontinuitni rozlozeni fenotypti

Podet jedinct v populaci
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Obr. 9: Rozdilné typy fenotypové distribuce v populaci u prahovych multifaktorialnich znaka

Je dulezité si uvédomit, ze k ptekrofeni prahové hodnoty nachylnosti mize dojit mnoha
riznymi zpisoby, tedy rtiznymi kombinacemi genotypii a faktort prostfedi. Napiiklad
dysplazie ky€elniho kloubu (DKK) u pst je ovlivilovana jednak genetickou predispozici a
jednak faktory jako je vyziva a fyzicka zatéz organismu. Piesto se u jedincti s vyssi genetickou
predispozici chovanych v idedlnich podminkach DKK nemusi projevit, zatimco u jedinct
s nizkou predispozici, avSak Spatné krmenych a pod vysokou fyzickou zatézi mize byt DKK
diagnostikovéna.

U multifaktorialnich onemocnéni vyvstava problém ve vztahu ke $lechténi. Rada téchto
onemocnéni se objevuje zcela nendhodné jako tzv. konstituéni vady, které jsou dusledkem
jednostranného $lechténi na n€které znaky uzitkovosti pfi zanedbani fyziologickych pozadavka
organismu. Naptiklad u prasat vedlo Slechténi na délku hibetu ke zméndm zathleni a
podsouvani panevnich koncetin a zvySenému vyskytu hibetni kyfézy a onemocnéni Slach.
Dfiivejsi exteriérovy standard u némeckych ovEakl vyzadujici urcity tvar téla a postaveni
koncetin zase vedl k vysokému vyskytu DKK u tohoto plemene. U perskych a exotickych kocek
se vyskytuje brachycefalicky syndrom jako disledek Slechténi na plochou oblicejovou ¢ast
lebky. Slechténi na nékteré znaky (uzitkovost, exteriér) tedy specificky piiblizuje genotypovou
nachylnost k prahové hodnoté fenotypového projevu a u extrémnich fenotypti je korelace

mezi genotypem a fenotypem vysoka.
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Mitochondrialni dédi¢nost. Tento typ dédi¢nosti vykazuji onemocnéni zpisobend mutacemi
v mitochochondrialni DNA (mtDNA). V mtDNA savci se naléza 37 gent. Cast z nich koduje
enzymy dilezité pro procesy oxidativni fosforylace, a protoze mtDNA ma sviij vlastni
geneticky kod, zbytek gent koduje t-RNA a r-RNA, které umoznuji expresi gend pro tyto
enzymy. Mutace v mtDNA se tedy projevuji predevs§im poruchami energetického metabolismu
bunky. Tyto mutace se dédi po maternalni linii, protoze mitochondrie spermii zanikaji brzy
po oplodnéni a veskeré mitochondrie pro dal$i vyvoj zygoty poskytuje vajicko. Proces
rozdélovani mitochondrii v pribéhu bunééného de€leni je nahodny, stochasticky, coz
znemoziuje presny odhad podilu mutantni mtDNA v dcefinych buiikach a tedy i odhad stupné
postizeni potomka. Bunky, které obdrzi ptili§ velky podil mutantni mtDNA, podl¢haji vétSinou
apoptdze (programované bunécné smrti). Apoptdza je tak jednim z procest, ktery zabratnuje
hromadéni mitochondrialnich mutaci. U domacich zvirat zatim nezname onemocnéni, které se

dédi timto zpisobem. U lidi zplisobuji mitochondrialni mutace zavazna az fatdlni onemocnéni.

Dynamické mutace: expanze trinukleotidovych repetici. Nékteré oblasti lidského genomu,
které obsahuji repetitivni tseky trinukleotidii, jsou v pribéhu meidzy nebo mitézy chybné
replikovany a dochézi ke zvySeni poctu kopii téchto trinukleotidll v dcetinych fetézcich (napft.
Vv oocytu bude misto 25 opakovani sekvence CAG, které bychom nalezli v primordialni
zarodecné bunice, pfitomno v pfislusSném misté 30 opakovani CAG). Od urcitého poctu kopii
vznikaji v organismu patologické zmény, jejichz manifestace zavisi na amplifikovaném lokusu.
Pocet nadbytecnych kopii, které pii replikaci pribydou, nelze predvidat, nebot’ zatim nezname
presné mechanizmy jejich vzniku, a mize dochazet i k reverznim mutacim, tedy snizeni poctu
kopii. Pocet nadbyteénych kopii muze byt ovlivnén i epigenetickymi mechanizmy — u
nékterych onemocnéni jich vznikd vice v pribéhu oogeneze, u dalSich naopak pfi
spermiogenezi. Dynamické mutace vykazuji prahovy charakter — oblast repetici se stava
nestabilni po ptekroceni urcitého poc¢tu opakovani, vétsinou 30 - 40. Typickym rysem je pak
prubézné zvySovani poctu kopii u kazdé z dalSich generaci. Z téchto davodii se expanze
trinukleotidovych repetici oznaCuji také jako dynamické mutace. Okamzikem, kdy je
dosaZzeno daného prahu, se onemocnéni dédi v rodindch mendelisticky jako autosomalné
dominantni. Naptiklad Huntingtonova choroba (neurodegenerativni onemocnéni, AD) vznika
v dasledku tvorby pfiili§ dlouhého polyglutaminového fetézce v proteinu zvaném huntingtin.
Pocet glutaminid je dan poctem repetic trinukleotidu CAG v pfislusném genu — jedinci, ktefi
maji 28-35 repetic CAG, vétSinou nevykazuji ptiznaky, avSak tento pocet jiz je nestabilni pfi

replikaci a je pravdépodobné, Ze jejich potomci ziskaji kopie genu s poctem repetic CAG
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vys$sim neZ 36. Toto riziko je vyssi, predava-li mutantni alelu otec. Cas nastupu onemocnéni a
jeho zévaznost zavisi vyznamné na poctu kopii CAG, ¢im vice jich jedinec ma, tim dfive a
intenzivnéji se onemocnéni projevi - tzv. genetickd anticipace. Tento charakter vykazuji i dalsi
onemocnéni zpisobena dynamickymi mutacemi, napt. syndrom fragilniho X-chromozomu
nebo myotonicka dystrofie. U domacich zvifat byly tento typ onemocnéni popsan jen vzacné,
napfiklad u psii (spinocerebelarni ataxie u plemene Italsky Spinone zptisobena repetici GAA

v genu ITPR1).

Genomovy imprinting. Genomovy imprinting je epigeneticky mechanizmus, pii kterém jsou
nékteré oblasti genomu biochemicky modifikovany (metylace cytosinu, modifikace histont) a
jejich aktivita je tim potlacena. K imprintingu dochazi pfedevsim v priab&hu meidzy, pricemz
charakteristickym znakem je, Ze pfi oogenezi jsou imprintovany jiné oblasti genomu nez pii
spermiogenezi. Vysledkem pak je stav, kdy matka pfeddva potomkovi sadu aktivnich (nebo
potencidlné¢ aktivnich) gent, kterd je mirné odlisSna od sady otcovské — rozdily jsou praveé
v odlisn¢€ imprintovanych oblastech. Ditkazem tohoto jevu je naptiklad kiizeni osel x kin.
Potomkem klisny a osla je mula, potomkem oslice a hiebce je mezek. Muly a mezci se od sebe
fenotypove lisi prave proto, Ze od rodicl dostali mirn€ odlisnou kombinaci aktivnich gend obou
zivocisnych druhii. Alely genii v imprintovanych oblastech segreguji stejné jako u normalni
mendelistické dédi¢nosti, avsak jejich fenotypovy projev v téchto ptipadech zavisi 1 na tom, od
kterého z rodicu pfisla dand alela. Tento jev se nazyva polarni superdominance. U domacich
zvitat pozorujeme polarni superdominanci u tzv. kalipygie ovci, kterd se vyznacuje hypertrofii
svaloviny hyzdi. Maso téchto ovci je suché a tuhé. Tento znak je u ovci nezddouci a projevuje
se pouze u heterozygott, kteti ziskali mutovanou alelu od otce. Mutace zvySuje expresi
sousedni oblasti chromozomu, ktera je imprintovana — otcovské aktivni geny zahrnuji jeden
z rustovych faktorli pro svalovinu, zatimco mateiské aktivni geny jsou geny pro miRNA, ktera
MRNA pro tento ristovy faktor rozklada. Odchylka od mendelistické dédicnosti je tedy dana

ulohou pohlavi rodice, ktery predava kauzalni mutaci.

6.2 Vrozené vyvojové vady (VVV)

Vrozené vyvojové vady (VVV) jsou poruchy vyvoje plodu patrné pii narozeni. Véda zabyvajici
se problematikou VVV se nazyva teratologie, faktory schopné navodit vznik VVV jsou

teratogeny. Mohou vniknout riznymi etiopatogenetickymi mechanizmy:
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- poskozenim genetické informace builky — mutaci. Mutace mohou byt na urovni DNA
nebo na Urovni chromozoml. Mutace mohou jiz byt piitomny v rodi¢ovskych
gametach, mohou vznikat de novo v somatickych bunkach v pribé¢hu vyvoje plodu
pusobenim raznych faktorti (viz dale), ale mohou vznikat spontanné (bez zjevné
priciny).

- interferenci patogenni noxy S genovou expresi v bunice — zasahem do regulace
transkripce a translace

- interferenci s fyziologickymi procesy na urovni organismu i jednotlivych bunék

- pfimym poSkozenim tkani organismu

Prostfednictvim téchto mechanizmu ptisobi celd fada environmentalnich faktort - teratogeni,
které I1ze shrnout do tiech kategorii — fyzikalni, chemické a biologické. Z hlediska vzniku VVV
jsou z fyzikalnich faktord dulezité ptedevSim ionizujici zafeni a pasobeni mechanickych
inzultli. UV zafeni, ackoliv silny mutagen a karcinogen nepronika do plodu a tudiz pro n¢j nema
teratogenni Uc¢inky. Faktory chemické zahrnuji zejména pesticidy, tézké kovy, PCB a rizna
farmaka. Mezi faktory biologické patii nékteré viry (napi. BVD), bakterie (Brucela spp.,
Listeria monocytogenes) nebo paraziti (Toxoplasma gondii). Radime sem i toxiny produkované
nekterymi jedovatymi rostlinami (starcek, proso) nebo plisnémi (aflatoxiny). Mutace, at’ jiz
zdédéné, spontanni ¢i indukované praveé pisobenim jmenovanych environmentalnich faktort

samostatné oznacujeme jako genetické faktory ci pfi¢iny vzniku onemocnéni a VV'V.

6.3 Diagnostika, eliminace a prevence DO a VVV

6.3.1 Diagnostika DO

Vyskytne-li se v chovu podezieni na vyskyt DO nebo dédicné VVV a je indikovano genetické
vySetieni, je prvofadym ukolem fadna diagnostika onemocnéni, z genetického pohledu spravna
fenotypizace. Klinické vySetieni by mélo kromé zékladniho vySetfeni zahrnovat dle potieby 1
specidlni vySetfeni krve, moci, USG, RTG nebo cytogenetické vySetieni dle indikace.
V ptipad¢ thynu je nutna dikladna pitva. Po ur€eni nosologické jednotky (alespont ramcove,

napf. hemolyticka anémie) mizeme ptikro€it k rozhodovani o dédi¢nosti vady.
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Diagnostiku dédicnosti nové se objevujicich onemocnéni provadé€ji specializovana, casto
univerzitni pracovisté. Vychdzi se z dikladné rodinné anamnézy ptedkili, sourozencti nebo
potomkii. U zvitat 1ze v nékterych ptipadech provést hybridiza¢ni pokus, kdy se vyuziva
piibuzenské plemenitby nebo znamych heterozygotti. Na zaklad¢ analyzy segregace znaku
Vv rodokmenu pak mtizeme stanovit mozny typ dédi¢nosti. Podezieni na konkrétni dédicné
onemocnéni muzeme také vyslovit na zakladé znalosti plemenné ptislusnosti jedince, za
predpokladu spravné definovaného fenotypu. V soucasné dobé se vsak s rozvojem genomiky
diagnostika soustfed’'uje na co nejrychlejsi identifikaci kauzalnich mutaci a vypracovani
genetického diagnostického testu. Existuje nékolik vefejné dostupnych databazi, které
shromazd’uji ziskané informace o dédi¢nych onemocnénich u zvitat, a ve kterych lze dle
vybranych kritérii vyhledavat (viz kap. Ptehled prakticky vyznamnych DO a VVV u domacich
zvirat).

Prakticky veterinarni 1ékat mlize pro chovatele vyslovit podezieni na dédi¢nost urcité choroby
na zaklade¢ literarnich idajti a znalosti jejiho vyskytu a dédi¢nosti u daného plemene, na zakladé
posouzeni familalniho vyskytu, pfipadné, zejména u VVV na zékladé¢ vylouCeni vlivu

potencidlnich faktord vné¢jSiho prostredi.

Diagnostika a pravidelna dédi¢nost onemocnéni mohou byt komplikované v disledku vyskytu
n¢kterych dalsich faktort:

- fenokopie — onemocnéni, které je fenotypové shodné s nékterym dédi¢énym
onemocnénim, avSak samo o sob¢ je vyvoldno nedédi€nymi faktory (somatickymi
mutacemi, environmentalnimi nebo iatrogennimi faktory)

- geneticka heterogenita onemocnéni (genokopie) — tedy situace, kdy jedno onemocnéni
miZze byt zplsobeno rliznymi mutacemi v riznych genech, pfipadné riznymi mutacemi
V tom stejném genu (tzv. mikroheterogenita). Tento jev je typicky napf. pro progresivni
retinalni atrofie nebo syndrom SCID u pst. Pro riizna plemena byvaji specifické riizné
mutace, vedouci vSak ke stejnému fenotypu.

- neuplna penetrance — jev, kdy ne u vSech jedincl se stejnym genotypem se tento
genotyp projevi i ve fenotypu (ne vzdy genotyp pronikne do fenotypu). Tento jev ma
charakter spiSe statisticky a lze jej kvantifikovat. Penetrance znaku v populaci se udava
v procentech —napt. 90% penetrance znaci, Zze u 10 % jedinct se znak neprojevi, ackoliv
maji prislusny genotyp. Nelplnd penetrance milize byt zpiisobena genovymi

interakcemi, vnéjSimi faktory prostiedi nebo prosté chybou ve fenotypizaci.
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- ruzna expresivita — riznd mira exprese (sila vyjadfeni) znaku mezi jedinci stejného
genotypu. Ptic¢iny mohou byt opét interakce riiznych gentl, vnéjsi faktory prostredi nebo
epigenetické zmény. V obou piedchozich piipadech se pod pojmem interakce gent
skryva upozornéni, ze jedna a tatdz mutace miize mit v riznych genomech rizné

projevy.

6.3.2 Eliminace DO a VVV

Ptedpokladem efektivnich snah o eliminaci dédi¢nych mutaci v chovech zvifat je jejich
ekonomickd vyznamnost a znalost zplisobu dédi¢nosti, optimalné pak znalost kauzalni mutace.
U autosomalné recesivnich mutaci byva ¢asto nutnd individualni identifikace skrytych nositelt
mutantnich alel — heterozygoty. V populacich v Hardyho-Weinbergové rovnovaze byva pocet
heterozygotii fadove vyssi, nez pocet postizenych jedincii (napt. ve stade€, kde je 1000 zvifat a
Z nich 4 postiZeni jedinci, 1ze ocekavat 118 heterozygotll). V chovech, kde se vyuziva uméla
inseminace a embryotransfer mize dojit k masivnimu rozsifeni genotypu plemenika, ktery byl

nerozpoznanym heterozygotem (viz kap. Genetika a reprodukce).
Testy heterozygotnosti u domacich zvitat mohou byt dvojiho typu:

V ptipad€, Ze neni k dispozici test DNA na pfitomnost kauzalni mutace, je v urgentnich
piipadech mozné vyuzit testy podle potomstva pomoci testovacich kiizeni. Tento postup je
zalozen na hybridologické analyze, kdy testovaného jedince zkiizime s recesivnim
homozygotem, znamym heterozygotem nebo alespont moznym jinym heterozygotem (dcery
testovaného jedince nebo dcery znamého heterozygota). Vypoctem se pak stanovi, kolik
potomkli musi byt zdravych (za pfedpokladu, Ze se nevyskytne Zadny nemocny), aby se
stanovenou pravdépodobnosti (vétSinou > 99%) Slo fici, Ze testovany jedinec neni heterozygot.
U skotu nebo prasat se vyhodnocuje vyskyt postizenych potomkii v potomstvu testovanych
plemenikt (tzv. automaticky test). V minulosti se tyto postupy skuteéné vyuzivaly v praxi,

Vv dnesni dob¢ je vytlacila existence testhi DNA dand 1 jejich vétSinou velmi rychlou identifikaci.

Testy DNA, jsou zalozeny na riznych variantach PCR a sekvenovani. Kromé testovani
heterozygotnosti je 1ze vyuzit 1 pro potvrzeni diagnozy. DNA testy pro rizné druhy a plemena
jsou v nabidce fady komerénich i vyzkumnych genetickych laboratofi. RozliSujeme dva typy

testu:
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a) primé DNA testy — detekuji pfimo kauzalni mutaci a maji vysokou ptesnost (vice
nez 99 %). Je jich naprosta vétsina aktualni nabidky.

b) nepiimé DNA testy — jsou zalozeny na detekci a genotypizaci polymorfniho
markeru (vétSinou SNP nebo mikrosatelit), ktery lezi v blizkosti kauzalni mutace a
je sni ve vazb&é. Tyto testy maji niz§i piesnost (95%), protoze nelze vyloudit
moznost rekombinace pii crossing-overu. Toto riziko se vzdalenosti markeru od
kauzalni mutace narstd. Nepiimé DNA testy se vyuzivaji v pifipadech, kdy
nezname piesné kauzalni mutaci nebo ji z technickych divodi nelze typizovat

primo.

Rozhodnuti o zplsobu vlastni eliminace DO je na chovatelich, veterinarni Iékat miize
vystupovat v roli odborného poradce. V nékterych piipadech je selekce na zakladé DNA testu
nebo vyskytu postizenych jedincti ustavena jako povinnost, v jinych je na osobnim rozhodnuti
kazdého chovatele. Tato praxe se muze podstatné lisit u hospodaiskych a spoleenskych zvirat.
U hospodarskych zvifat, kde se bézn¢ vyuziva umélé inseminace, ptipadné embryotransferu a
tudiz hrozi rychlé rozsifeni vady pivodem od jednoho plemenika v populaci, se provadi
povinné testovani na nositelstvi vybranych vad (BLAD, PSS) a komplexni kontrola dédi¢nosti
zdravi (KDZ). U testovanych plemenik se sleduje zdravotni stav potomstva véetné sledovani
vyskytu VVV. Vyskyt chorob a VVV u potomkil se zaznamenéava a porovnava s vyskytem u
potomkt jinych zvifat. Pokud se potomstvo testovaného plemenika statisticky vyznamné
odchyluje, je tento plemenik vyfazen, aniz by byl zjistovan dédi¢ny pivod zaznamenanych
vad. Individualni diagnostika dédi¢nosti se provadi ve vySe zminénych indikovanych
piipadech. Jde tedy o statisticky ptistup ke kontrole DO a VVV a uplatiiuje se u skotu, prasat a
driibeZe. Znacnym problémem obecné jsou nékteré multifaktoridlni nemoci nebo vady, jako je
napiiklad DDK u psi nebo néckteré konstituéni vady u prasat. I zde se hledaji cesty

k molekularni diagnostice, zejména s vyuzitim markert identifikovanych cestou GWAS.
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6.4 Prehled prakticky vyznamnych DO a VVV u domacich zvirat

Vyskyt VVV u domécich zvitat je prakticky stejny u vSech druhii. Vétsina vad je zptisobena
faktory prostiedi a vyskyt téchto faktori v béznych chovech domacich zvirat je srovnatelny.
Snad jedinou vyjimkou je chov dribeze, kde se s dédicnymi VVV setkdvame minimalné a
zjistované vady lze pfipisovat téméf vzdy technologickym vadam v procesu kontroly lihnuti.
Vyskyt dédicnych VVV a onemocnéni obecné souvisi pfedevSim se zpiisobem plemenitby,
ktery se v daném chovu praktikuje. Tam, kde je plemenitba zalozena na podobnosti rodict a
potomkil, tedy u skotu, koni, pst, kocek a ptipadn¢ ve Slechtitelskych chovech prasat, se
vyskytuji pfedevS$im monogenni vady vazané na urcité plemeno. Nebezpeci rozsifeni
monogennich chorob je umocnéno vyuzivanim biotechnologii jako uméld inseminace a
embryotransfer. V chovech, kde je plemenitba zalozend na efektu heterozy, tedy zejména
v rozmnozovacich chovech prasat, pozorujeme spiSe konstituéni vady a multifaktoridlni
onemocnéni souvisejici s intenzivnim Slechténim na uzitkovost.

V soucasné dob¢ existuje tfada databazi dostupnych online, které shromazd’uji udaje o
dédi¢nych onemocnénich u ¢loveka i zvitat, pri¢emz v souladu s pokrokem genomiky se jejich
https://omia.org) napiiklad poskytuje seznam vSech mendelisticky dédicnych znakll a
onemocnéni u zvitat, zatimco databaze OMIM je zamétend na DO cloveka. Databaze CIDD
(cidd.discoveryspace.ca) je zaméfenda na DO a VVV u psl, databdze MyBreedData
(www.mybreeddata.com) pfinasi aktualizovany piehled frekvenci mendelistickych DO a VVV
u psti riznych plemen.

Dle databaze OMIA bylo v dobé ptipravy tohoto textu (2019) znamo 2847 dédi¢nych
onemocnéni a znakll u domacich zvitat, z toho u 976 vad byla znama kauzalni mutace. U skotu
bylo zatim identifikovano 530 dédi¢nych onemocnéni a znakd, u prasat 267, u koni 235 a u pst
737. Vysoké pocty DO u psti a skotu, které jsou v této databdzi uvedené, lze vysvétlit vyssi
mirou pozornosti, které¢ se t€émto druhiim dostava. Strucny piehled DO a VVV u domaécich
zvitat pfinasi tabulka 3. Jejim cilem neni detailni vycet znamych DO a VVV (to vzhledem
k vyse uvedenym poc¢tim ani neni mozné), ale spise poskytnuti nahledu na danou problematiku

s ohledem na aktualni situaci v chovech domacich zvifat.
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Tab. 3: Pfehled DO a VVV u jednotlivych druhti domacich zvifat

Zkratky: AR — autosomalné recesivni, AD — autosomalné dominantni, XR — X-vazana
recesivni, MF — multifaktorialni, LF — letalni faktor, EM — embryonalni mortalita, x —
porucha, np — neuplna penetrance, nd — neuplna dominance, gh — geneticka
heterogenita. Zkratky plemen (neni-li plemeno uvedeno, jde o vyskyt u vétSiho poctu
ruznych plemen) : WSS — velSpringr$panél, D — deerhound, BEA - bigl, GR - zlaty
retrivr, DB — dobrman, STA — frisky ohai’, NDO — ném. dratosrsty ohaf, KO — ném.
kratkosrsty ohar; PER — perskia, EXO — exoticka, BRI — britska kratkosrsta, ABY —
habes§skia, SOM - somalskda, NF — norska lesni, MCO — mainska myvali, BUR -
barmska, DRX — devonrex, SIA — siamska, KOR — korat.

Druh, plemeno

Bos taurus

holstynsko-
friské

Bos taurus

holstynsko-
friské

Bos taurus

holstynsko-
friské

Bos taurus

holstynsko-
friské

Bos taurus

holstynsko-
friské

Bos taurus

holstynsko-
friské

Bos taurus
Svycarské
hnédé, simental
Bos taurus
Svycarské
hnédé,

holstynsko-
friské

Onemocnéni

Brachyspina

CVM

BLAD

DUMPS

citrulinémie

hypocholesterolémie

HCD

arachnomélie

spindlni  muskularni

atrofie

SMA

Dédic¢nost,

gen
AR -LF

FANCI

AR - LF

SLC35A3

AR

CD18

AR - LF

UMPS

AR

ASS

AR

APOB

AR - LF
SUOX
MOCS1
AR

KDSR
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Patogeneze, priznaky

x oprav DNA; EM, zkriceni a fiize
obratld, malformace organt

X  glykosylace  proteinti;  EM,
komplexni vertebralni malformace -
deformace C a Th obratl(i, malformace
koncetin a srdce

x adherence perifernich neutrofilt ke
sténam cévy; opakované tézké infekce
a thyn

x syntézy pyrimidind; EM do 40. dne
gestace, snizena plodnost htz matek

X syntézy argininsukcinatu v cyklu
urey; hromadéni amoniaku, thyn do
tydne véku

x transportu lipidQ; chronicky prijem,
malnutrice a thyn

x metabolismu kostni tkan€; dlouhé

fragilni kosti koncetin, vyrazna
deformace lebky
progresivni atrofie svaloviny,

neuronalni degenerace, thyn do 1
mésice

DNA test

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano



Bos taurus

Svycarské hnédé

Bos taurus
belgické modré

Vice druhu

Bos taurus
Sus scrofa
Ovis aries
Canis famil.
Equus cabal.
Bos taurus,
Sus scrofa dom.
Bos taurus,
Ovis aries,
Capra hirca
Ovis aries
suffolk
Ovis aries
karakulska
Capra hirca
nubijska

Sus scrofa dom.

Sus scrofa dom.
finsky yorkshire

Sus scrofa dom.

Sus scrofa dom.

spinalni
dysmyelinizace

SDM
crooked tail
CTS

svalova hyperplazie a
hypertrofie

translokace 1;29

translokace 1;14

freemartinismus

hereditarni
chondrodysplazie

letalni Sed’

mukopolysacharidoza
typu I1ID

Stresovy syndrom
prasat

PSS

abnormality bi¢iku
ISTS
Hernia scrotalis,

inguinalis, umbilicalis

Atresia ani

AR

SPAST

AD - nd
MRC2
rizna
MSTN
AR

AD -nd
AR

AD - nd

kodomin.

AR
FGFR3

AR - LF

AR
G6-S
AR

RYR1

AR
SPEF2

polygenni

polygenni
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x myelinizace; hyperextenze koncetin,
opistotonus, eutanazie

svalova hypertrofie, spasmy svaloviny
panevnich koncetin a ocasu

nartst svalové hmoty, zména kvality
masa, ovlivnéni vykonnosti, spasmy

chromozomalni  aberace;  snizena
plodnost nositel
mikrochimérismus; X vyvoje

pohlavnich organti a neplodnost jalovic

prodlouzené koncetiny, deformace

kosti, nedostate¢né osvaleni

EM nebo Casny tthyn, Sedé zbarveni a x
vyvoje GIT

lysozomalni stfadaci choroba,
neurologické ptiznaky
maligni hypertermie, nekroza

svaloviny; viz kap. — Dédi¢né poruchy
zdravi ovlivigjici kvalitu zivoc¢isnych
produktii

snizena plodnost u kanct

kyly rizného typu u selat

nevyvinuty fitni otvor, rGznd mira
postizeni

ano

ano

ano

cytoge-
netické
vySetieni

ano

ano

ne

ano

ano

ano

ne

ne



Sus scrofa dom.

Sus scrofa dom.

landrace

Sus scrofa dom.

Sus scrofa dom.

duroc

Equus caballus
arabsky kin
Equus caballus

arabsky kun

Equus caballus
arabsky kun

Equus caballus

Equus caballus

quarter horse

Equus caballus
quarter horse
Equus caballus
quarter horse
Equus caballus

quarter horse

Equus caballus
quarter horse
Equus caballus

némecky
teplokrevnik aj.

Roznozka selat (Splay
leg syndrome)

Pityriasis rosea

Epitheliogenesis
imperfekta

maligni melanom

SCID

Lavender foal

syndrome

LFS

cerebelarni abiotrofie
CA

PSSM1

hyperkalemicka
periodicka paralyza

HYPP
hyperelastosis cutis
HERDA

maligni hypertermie
MH

letalni Overo

OLWS

GBED

laryngealni
neuropatie

RLN

MF

AD np?

AR?

polygenni

AR
DNA-PK
AR

MYOS5A

AR
MUTYH
AD
GYS1
AD nd

SCN4A

AR

PPIB

AD

RYR1

AD nd LF

ENDRB

AR

GBE1
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x adduktord koncetin, svalova slabost
novorozenych selat

dermatologické léze (prstencovity

erytém, papuly) ve veku 8-14t

sliznic
souvisi

aplazie kaze nebo
v ohrani¢enych  okrscich,
S pohlavim (vice u samci)

predispozice ke vzniku melanomu
V juvenilnim véku

X tvorby Ig, tézkd kombinovana
imunodeficience
neurologické  priznaky,  spasmy,

hyperextenze, typické ,levandulové®
zbarveni, eutanazie nutna

x oprav DNA, neurologické ptiznaky,
rizna expresivita

abnormalni  syntéza  glykogenu,
svalova ztuhlost, slabost a bolestivost
(tying-up)

X transportu iontli, hyperkalémie,
svalova slabost, ties, parézy

ohrani¢né 1éze - kozni astenie a x
elasticity, seromy

x transportu Ca iontl, svalovy ties,
parézy, hypertermie a mtb acidoza

x distribuce a diferenciace kmenovych
bunék neuralni listy; htz — Frame
Overo typ zbarveni; hmz - letalni
intestinalni agangliéza

x tvorby glykogenu; svalova slabost,

kieCe, srdecni selhani

jednostranna x inervace hrtanovych
chrupavek

ne

ne

ne

ne

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ne



Equus caballus

teplokrevnici

Equus caballus
belgicky,
bretanisky tazny
kun, Percheron
Equus caballus
frisky kan

Equus caballus

Canis familiaris

Canis familiaris

Canis familiaris

Canis familiaris
kolie, ov¢aci
Canis familiaris

retrivii, Spanélé
aj.

Canis familiaris

kolie, ov¢aci aj.

Canis familiaris
DB, STA aj.
NDO, KO
Canis familiaris

DB aj.

Canis familiaris
GR

Canis familiaris

syndrom
hiibat

fragilnich

WEFFS

junkéni epidermolysis
bulosa

JEB

dwarfismus

63 X0

Degenerativni
myelopatie

DM

Progresivni retinalni

atrofie

PRA
Hyperurikosurie
HUU

Anomalie oka kolii
CEA

Zatézi
kolaps

indukovany

EIC
MDR

Von  Willebrandova
choroba typ 1

typ 2

dilata¢ni
kardiomyopatie

DCM

Ichty6za

Primarni luxace cocky

AR

PLOD1

AR
LAMAS,
LAMC2
AR

B4GALT7

AR
SOD1

pfevazné
AR gh

AR
SLC2A9
AR
NHEJ1
AR

DNM1

AD nd

AR

VWF

AD nd, gh

PDK4

AR
PNPLA1

AR
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x tvorby kolagenu; varianta Ehler-
Danlosova syndromu

x tvorby laminind; t&zké laminitidy,
rozsahlé ulcerace, nutna eutanazie

extracelularni
chondrocytt;

X tvorby kolagenu,
matrix a uspofadani
rlizna expresivita

chromozomalni aberace; neplodnost
klisen

Postupna paréza az paralyza panevnich
konéetin, x koordinace; pozdni nastup

Ruzné formy atrofie sitnice specifické
pro plemeno

ZvySena hladina kys. mocové v moéi,
tvorba uratl

Choroidalni hypoplazie, kolobomy

X neurotransmise; svalova slabost,
kolaps, hypertermie po zatézi

x transportu nékterych [éCiv pies
hematoencefalickou bariéru, jejich
kumulace  vnervové  tkani a
neurotoxicita

snizend tvorba nebo defektni
Willebranduv faktor;
sliznic a kuze

von
krvacivost ze

x energetického mtb v mitochondriich
kardiomyocytli;  dilatace  srde¢ni
svaloviny, pozdni nastup t¢inku

X tvorby lipidové bariéry epidermis;
nadmérné Supinaténi kize

x vlaken zavésného aparatu ocni Cocky

ano

ano

ano

cytogene-
tické vys.

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano

ano



teriéfi

Canis familiaris

WSS, D, BEA
aj.

Canis familiaris

Canis familiaris
Canis familiaris

Felis catus

PER aj.

Felis catus

BUR, SIA, NF,
ABY

Felis catus

PER,  EXO,
BRI, DRX aj.

Felis catus

RAG, MCO aj.

Felis catus

ABY, SOM

Felis catus

ABY, SOM

Felis catus

Felis catus

SIA aj.

Felis catus

PLL

Deficit faktoru VII

Dysplazie kycelniho
kloubu

DKK

Dysplazie loketniho
kloubu

Atopicka dermatitida

syndrom dolnich cest
mocovych

FLUTD

diabetes mellitus typ
1

polycystické
onemocnéni ledvin

PKD

hypertroficka
kardiomyopatie

HCM

progresivni  retinalni

atrofie
PRA - rdAC

progresivni  retinalni

atrofie
PRA - rdy

hluchota vazana na
bilou barvu

lymfocytarné-
plasmacytarni
enteritida
LPE

deficit pyruvatkinazy

ADAMTS1
7

AR

FViI

MF

MF

MF

MF

MF

AD nd LF

PKD1

AD nd, np,
gh

MYBPC3
AR

CEP290

AD

CRX

KIT
lokus)

(W

MF

AR

PKGL
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dysfunkce faktoru VII, nadmérna

krvacivost po poranéni

Vrozena laxita kycelniho kloubu
vedouci k subluxacim a artritide; vliv
prostiedi

Inkongruence kloubnich ploch vedouci
K artritidé; ruzné typy a vliv prostedi

Hypersensitivita s manifestaci v kuzi —
pruritus, kopfivka a sekundarni zmény

epizodické obtizné a bolestivé moceni,
cystitis a obstrukce uretry

PU/PD, ztrata hmotnosti

ledvin,
pozdni

tvorba cyst v parenchymu
chronické renalni selhani,
nastup ucinku

zesileni stény septa a komor, snizeny
srdecni vykon a selhani; pozdni nastup
udinku

pozdni forma, degenerace
fotoreceptoru a atrofie sitnice, slepota

Casna forma, dysplazie tyCinek, slepota

asociovano s dominantni W alelou pro
bilou barvu, dano absenci melanocytti
ve vnitinim uchu

chronické zanétlivé onemocnéni stfeva
(forma IBD) nebo nékdy désni
(gingivostomatitis)

hemolyticka anémie

ano

ne

ne

ne

ne

ne

ano

ano

ano

ano

ano

ano



Felis catus gangliosidoza AR hromadéni gangliosidu v bunikach ano
nervové tkané; progresivni neuropatie

KOR GM1 GLB1

KOR, BUR GM2 HEXB

Felis catus brachycefalicky polygenni selekci podporovany znak s vedlejsim ne
syndrom patologickym t¢inkem;

PER, EXO

deformace, zanéty, stenéza HCD,
dermatitidy

6.5 Dédi¢né poruchy zdravi ovliviiujici kvalitu ZivociSnych produkti

Soucasti chovného cile hospodarskych zvirat miiZe byt zlepSeni nejen kvantity, ale také kvality
zivociSnych produkti. Spravné vedenym Slechténim Ize naptiklad dosdhnout optimalniho
slozeni produktd (pomér bilkovina/tuk v mléce, obsah intramuskularniho tuku v mase) nebo
zvySovat bezpe€nost potravin sniZovadnim jejich kontaminace. Naopak pfi neuvaZeném
Slechténi na zvySovani produkce muze dojit az k neakceptovatelnym zménam kvality
zivociSnych produkt. Piikladem je nepfiznivy dopad intenzivniho Slechténi cileného na
zvySeni podilu libovych soucasti masa, snizeni vysky hibetniho tuku a zvétSeni plochy kotlety,
které v minulosti vedlo k nadmérnému vyskytu stresového syndromu a PSE vady masa u prasat.
U mlécné produkce byla prokézana nezadouci pozitivni korelace mezi vysokou uZzitkovosti a

vyskytem mastitid.

6.5.1 PSE maso

Tato jakostni a senzoricka odchylka masa je nejcastéji popisovana Vv souvislosti s veptovym
masem, ale miiZze se objevit napf. i u masa driibeZiho. Vzhled takto postizeného masa je shrnut
ve zkratce PSE — svétlé (Pale), mekké (Soft) a vodnaté (Exudative). Pfi¢inou vzniku PSE masa
jsou zmeény v organismech prasat Slechténych na vySe zminéné parametry masné uzitkovosti.
Vsechny tyto vlastnosti jsou podminény jedinym genem — RYRI, ktery ma pleiotropni efekt
(. jeho efekt se projevuje ve vice nez jednom znaku). Nositelé recesivni alely ,,n“ v genu RYR1
maji zddouci fenotyp se zvySenou masnou uZzitkovosti, avSak dal§im velmi nezadoucim efektem
je zvyseni citlivosti ke stresu (praseci stresovy syndrom, PSS) a projevu vady PSE.

Mechanizmus vzniku PSE spociva ve zménéné citlivosti Ca kanalii sarkoplasmatického

retikula. Vapnik je u jedinct s mutaci v RYR1 genu v nadmérném mnozstvi vyplavovan do
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cytoplazmy, a to za spotifeby ATP a vzniku tepla. Dochazi k ¢asteéné denaturaci svalovych
vldken zplisobené zvysenim teploty uvnitt svalu az na 42°C. Po vycerpani ATP je navozena
anaerobni glykolyza, jejimz konecnym produktem je laktdt. Hromadéni kyseliny mlécné se
projevi nadmérnym poklesem pH svaloviny. VSechny tyto faktory maji ve vysledku efekt na
poruchy zrani masa - sniZzeni vaznosti, uvoliiovani masné §t'avy, zménu barvy a konzistence

svaloviny.

6.5.2 Mastitidy

Zanéty mlécné zlazy jsou Vv souéasnosti jednim z nejvétSich problémut v chovech mlééného
skotu. Maji zasadni dopady na ekonomiku, uzitkovost, kvalitu mléka, reprodukéni vykonnost a
brakaci dojnic. Kvalita mléka a navazujici vykupni cena jsou posuzovany mimo jiné na zakladé
poctu somatickych bunék signalizujicim subklinické formy mastitidy, které zéroven zkracuji
dobu drznosti a zhorSuji parametry zpracovatelnosti mléka (napf. rychlost sraZeni, tuhost
syfeniny). Hrozbou je také riziko rezidui antibiotik a vzniku antibiotické rezistence.
Schopnost odolavat mastitiddm je individudlné¢ variabilni vlastnost a ovliviiuje ji velké
mnozstvi faktorl véetné genetického zalozeni. Vyssi vyskyt mastitid je neZadoucim zpiisobem
korelovan se zvySovanim mnoZstvi nadojeného mléka, mlééného tuku a proteint. Korelaéni
koeficient pohybujici se mezi hodnotami 0,25 — 0,5 naznacuje, Ze dlouhodoba selekce pouze na
navySovani mlééné produkce ma negativni dopad na frekvenci klinickych 1 subklinickych
mastitid. Pocet bunéénych elementi v mléce (somatic cell score, SCS) je parametr o stfedni
dédivosti, coZ znamena, Ze se na néj da uspeésné Slechtit a je proto kritériem ovliviiujicim
plemennou hodnotu zvitat. V soucasné dob¢ se v praxi vyuziva metoda nepiimé selekce podle
SCS, nebot’ to je siln¢ korelovano s vyskytem mastitid. Spolu s linearnim popisem vlastnosti
vemene jsou soucasti komplexniho pfistupu k problému mastitid u dojeného skotu. Morfologie
vemene (tvar vemene, upnuti zavésnych vazl, délka a tvar strukl, primér a uzaviratelnost
strukového kanalku, vyskyt pastruki) je dalsim faktorem, ktery v podminkach strojniho dojeni
ovliviiuje vnimavost/rezistenci k mastitidam. Tyto znaky maji sttedni az vysokou heritabilitu a
jsou v praxi vyuzivany pii Slechténi na zvySovani odolnosti vuci zanétim mlééné Zlazy.

Bylo jiz identifikovano mnozstvi kandidatnich genit GWAS SNP marker vnimavosti k
mastitiddm s potencidlem vyuziti pii selekci zvifat k plemenitbé, avSak multifaktoridlni

charakter jejiho genetického zaloZeni vyvoj ptimych genetickych testti komplikuje.
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/. Populacni genetika

Populacni genetika se zabyva genetickou variabilitou a dédi¢nosti kvalitativnich a
kvantitativnich znakt v ramci velkého souboru jedincti (populace). Z hlediska chovu doméacich
zvitat jde o velmi dulezitou Cast genetiky, protoze proces Slechténi zvifat, véetné ovliviiovani
jejich zdravotniho stavu se priméarné uskuteciiuje a manifestuje na trovni populaci, naptiklad

plemen.

7.1 Populace a genofond

Populace je reprodukéni spoleéenstvi jedinct stejného druhu, ktefi se nachazeji ve stejném Case
na daném misté. Jsou to jedinci, ktefi se spolu mohou redlné¢ pafit, mize tedy mezi nimi
dochazet ke sdileni vloh. Zejména v ptirodé mohou byt populace izolované geograficky (tedy
jedinci se nemohou potkat a tedy vlohy sdilet). V chovatelské praxi je ¢asto populace vytvaiena
a izolovéna uméle, nebot’ se cilen¢ pati pouze vybrani jedinci, a to bud’ stejného plemene (skot,
psi, kocky), ptipadné vznikaji kiizenci pfedem definovanych plemen nebo variant (prasata,
driibez). Jista mira izolovani populace (kfizeni pouze jedinci stejného plemene) je prakticky
béZna pii Cistokrevné plemenitbé, kterd je nezbytna pro uznani Cistokrevnosti mlad’at (napt. u
pst nebo kocek).

Jednotlivé populace se mezi sebou 1i$i svymi vlastnostmi, které jsou dany jejich rozdilnou
historii — maji na to vliv jedinci, kteti populaci zalozili, tak 1 Zivotni podminky, které na populaci
pusobi. U nékterych populaci dochazi k zna¢nému ptizptisobeni mistnim zivotnim podminkam
(napft. ostrovni populace piivodniho islandského ponika pfivykla na drsné ostrovni klima).
Nekteré z rozdili mezi populacemi jsou dédi¢né a jsou tedy dany rozdilnymi variantami gen.
Kazda populace (plemeno) ma sviyj genofond (soubor alel) a tento genofond se miize lisit mezi
populacemi. Takto se 1i$i napt. genofond islandského ponika a arabského koné — pokud parime
V ramci jednoho plemene, ziskdme mlad’ata podobna rodic¢tim, a to i tehdy, kdyz arabské koné
chovame v severskych podminkach nebo naopak islandského ponika v subtropech.
Dlouhodoba selekce ovSem zptisobila to, Ze geny islandskych ponikli zplsobuji lepsi
pfizptisobeni severskym podminkdm a geny arabskych koni polopoustnim podminkam.
Nicméné islandsky ponik je schopen se kiizit s arabskym koném, pokud je mu dana pfileZitost
—neni zde tedy Z4dna reproduk¢ni bariéra, vznikly jedinec ma prvky genofondu jak arabského

kong, tak islandského ponika.
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Rozdilnost genofondi raznych populaci nebo plemen (tedy rozdily v pfitomnosti a pocetnosti
alel) umoznuji chovateliim $lechtit nové genetické varianty s pozadovanymi vlastnostmi (napf.
vznik novodobého Cervenostrakatého skotu, kdy byl tradiéni Eesky skot podroben intenzivnimu
kiizeni s vysoce uzitkovym bernsko-simentalskym a holstynskym skotem a vysledkem byl

vysoce uzitkovy skot vhodny pro nase podminky).

7.2 Cetnost alel v populaci a geneticka diverzita

Z hlediska populaéni biologie maji vyznam zejména informace o pfitomnosti a pocetnosti
riiznych alel v populaci a rozdily v jejich Eetnostech alel mezi riiznymi populacemi. Rizenou
plemenitbou dochazi ke zméné pocetnosti alel a tim k cilené zmén¢ vlastnosti plemen. Pti
fizené plemenitbé se velmi Casto na reprodukcei podili velké mnozstvi samic a mensi mnozstvi
samcil, takze samice mize mit za svijj Zivot jen omezené mnozstvi vrhil nebo potomk, zatimco
samec muze oplodnit velké mnozstvi samic. Extrémnim ptikladem je plemenitba skotu, kdy
malé mnozstvi Spickovych bykt preda své geny do znacné Casti nasledujici generace. Toto je
sice vyhodné pro rychlé vylepseni uzitkovych parametrli, nicméné dochazi tak ke znacné
redukci genetické diverzity a ke ztraté alel nesenych jedinci, kteti se nerozmnozuji. Selekce pii
plemenitbé je téméf vzdy pficinou ztraty genetické diverzity. Naopak, pro udrZeni co nejvétsi
genetické diverzity (tedy pro zachovani co nejvétsiho mnozstvi alel, které mohou byt
hypoteticky nékdy vyhodné, piipadné¢ se mohou v budoucnu S§lechtitelsky vyuzit) je vhodné,
aby se reprodukovalo co nejvétsi mnozstvi jedincd. Pokud néktera alela z populace zmizi, je
ztracena nenavratng. Jedinymi moZnostmi, jak tuto alelu ziskat do populace zpét, je kiiZeni
s n¢jakou jinou populaci, pokud tuto alelu ma, pfipadné hypoteticky mtize dojit opét ke
stejné nahodné mutaci, coz malo pravdépodobné¢). Je proto vhodné udrzovat nékteré¢ plemena
nebo populace jako takzvané genetické rezervy. Vzacné alely nesené témito rezervami mohou
byt vyuzity pii budoucim Slechténi jiného plemene ptipadné se mohou ukazat jako vyhodné pfi
Slechténi stavajicich plemen v ménicich se podminkéch jejich chovu.

Cetnost alel v populaci je ovlivnéna typem rozmnoZovani, typem dédi¢nosti (autozomalni nebo
gonozomalni), velikosti populace a evolu¢nimi silami (mutacemi, migraci, selekci). Pro
obratlovce je nejobvyklejsi pohlavni rozmnoZzovani a diploidie (ackoliv nékteré druhy ryb, napf.

karas stfibfity, mohou byt i triploidni a rozmnoZovat se partenogeneticky). Nicméné vzhledem
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k tomu, ze savci a ptéci, tedy hlavni objekty zdjmu chovatelli a veterinarnich lékait, jsou

zpravidla diploidni a rozmnozuji se pohlavné, budou nésledujici fakta vztazena k nim.

7.3 Mendelovska a modelova populace a jeji genetické charakteristiky

Mnozstvi jedinct, ktefi jsou schopni ptispét svymi geny do dalsi generace (tedy ucastnici se
reprodukce) se nazyva mendelisticka populace. Jejich pocet je vyjadien tzv. efektivni
velikosti populace. V redlné populaci obvykle nejsou vSichni jedinci schopni reprodukce, a to
vétSinou z vékovych (piili§ stafi nebo pfili§ mladi), nebo zdravotnich diivodt. V chovatelské
praxi vétSinou funguje selekce — reprodukujici se jedinci jsou vybirani na zédkladé konkrétnich
kritérii.

Populaéné genetické analyzy se provadéji pro “modelovou” populaci, tedy pro populaci
s idealnimi vlastnostmi. Modelova populace je mendelisticka, dostatecné velka, neptisobi na ni
evoluéni sily a zaroven je to populace panmikticka. Panmikticka populace je takova, kdy
vSichni jedinci maji stejnou pravdépodobnost pafeni se s kterymkoliv jinym jedincem. V
pfirode¢ je panmixie obvykle nerealna, jelikoz atraktivnéjsi a zdravéjsi jedinci maji veétsi Sanci
na pareni a vznik mladéte neZ méné zdatni jedinci. Navic neni mozZné pareni a zplozeni mlad’at
mezi kazdymi dvéma jedinci, nebot’ je nutné, aby rodi¢e méli riznd pohlavi (neni mozné
uspés$né pareni dvou samic nebo dvou samcli mezi sebou). Panmixie v chovatelské praxi je
zna¢n¢ omezena tim, ze jedinci jsou do reprodukce vybirani a sestaveni rodi¢ovskych parti neni
ndhodné. Nicméné pro konkrétni lokusy miiZe platit panmixie 1 v populaci, kterd jako celek
panmikticka neni.

Aby bylo mozZzno kvantifikovat Cetnost alel v modelové populaci, nemély by na modelovou
populaci na rozdil od realné populace pusobit evolucni sily, tedy selekce (at’ jiz chovatelska
nebo selekce prostfedi vlivem rozdilného fitness rtiznych jedincl), migrace (pfiliv novych
genil) ani mutace (vznik novych alel). Tyto vSechny vlivy by plisobily zmény cetnosti
sledovanych alel tim, Ze by se v populaci objevily nové alely (v dasledku migrace nebo
mutace), nebo by byly nékteré alely zvyhodnény oproti ostatnim, a nasledné¢ by byly u

potomstva ¢etné€jsi, nez by byly v modelové populaci.
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7.4 Hardyho-Weinbergtiv zakon

U kazdého autozomalniho genu, ktery ma dvé, a to dominantni alelu P a recesivni alelu Q je
pro populaci mozno stanovit absolutni ¢etnost genotypti a alel.

Populace (N jedincli) obsahuje jist¢é mnozstvi dominantnich homozygoti (D), recesivnich
homozygoti (R) a heterozygoti (H). Plati tedy, ze N = D + R + H. Kazdy jedinec ma pravé
jeden genotyp, tedy celkové absolutni mnozstvi genotypii je rovno poctu jedincti.

Absolutni poc¢etnost dominantni alely P =2 D + H, a to protoze alelu P mé kazdy dominantni
homozygot dvakrat a heterozygot jednou. Podobné tedy absolutni pocetnost recesivni alely Q
=2 R + H. Je dilezité si uvédomit, Ze kazdy jedinec ma jeden genotyp, ale dve alely.

Pro kazdy genotyp a alelu je mozno stanovit i relativni po€etnost v populaci. Pro relativni
pocetnost genotypi (d - dominantnich homozygotl, r - recesivnich homozygoti a h -
heterozygotil) plati, ze 1 =d + r+ h, kdy d = D / N, atd. Pro relativni poc¢etnost alel plati, Ze
relativni ¢etnost dominantni alely p = P / 2N. Stejn¢ tak relativni ¢etnost recesivni alely q = Q
/ 2N, tedy Cetnost délena celkovym poctem alel v populaci (kazdy jedinec ma dvé alely).
Hardyho-Weinbergiv zakon fika, ze pro modelovou dostate¢né velkou panmiktickou
populaci, na kterou neptisobi Zadné vlivy zvenci (selekce, migrace, mutace) plati, ze v disledku
nahodného pareni jedinct riiznych genotypli dochazi u nasledujici generace ke vzniku genotypt
a alel ve stejném poméru jako byla rodiCovska generace. Z generace na generaci se tedy nelisi
relativni frekvence alel ani genotypt, nicméné muze dochazet ke zménam v absolutni
pocetnosti (populace muze rust nebo ubyvat).

Toto je popsano v Hardyho-Weinbergové zakoné:

1. Pro relativni Cetnosti alel P a Q plati, ze p + q =1.

2. Pravdépodobnost vzniku dominantniho homozygota v populaci je rovna pravdépodobnosti
toho, Ze oba rodice vlozi do zygoty alelu P. Pravdépodobnost, Ze bude vloZena pravé alela P je
rovna jeji ¢etnosti v populaci. Tedy pravdépodobnost toho, ze alelu P vlozi prvni rodi€ je p,
pravdépodobnost toho, ze ji vlozi 1 druhy rodi¢ je také p, tedy pravdépodobnost vzniku
dominantniho homozygota je soudin téchto dvou pravdépodobnosti = p?. Podobné je mozno
vyjadrit pravdépodobnost vzniku recesivniho homozygota — jako pravdépodobnost setkani se
dvou alel Q, tedy g2.

Heterozygot vznika dvéma zplsoby. Bud’ tak, Ze prvni rodi¢ preda alelu P a soucasn¢ druhy
rodi¢ musi predat alelu Q, tedy pravdépodobnost vzniku tohoto heterozygota je opét soucin

pravdépodobnosti vyskytu alel P a Q, tedy p x . Druhou moznosti je to, ze prvni rodi¢ pieda
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alelu Q, v tom ptipad¢ druhy rodi¢ musi piedat alelu P, coZ je s pravdépodobnosti q x p. Tedy
celkové pravdépodobnost vzniku heterozygota je 2pq.

Protoze v populaci jsou recesivni a dominantni homozygoti a heterozygoti, tak plati, ze:

p*+2pg +g?=1

Je nutno pfipomenout, ze Hardyho-Weinbergiv zakon plati pouze, pokud jsou splnény
nasledujici podminky — jde o panmiktickou dostate¢né velkou populaci a nedochazi k mutaci,
migraci a selekci. Hardyho—Weinbergiv zakon plati pro znak s dvéma alelami, tedy pro
diploidni organismy (kazdy jedinec ma dvé sady chromozomt, tedy ma dvé¢ alely); neplati tedy
pro frekvenci alel na pohlavnich chromozomech, kdy néktery jedinec ma alely dvé a néktery
jen jednu. Je mozno odvodit i Hardyho-Weibergliv zakon pro znaky s vice nez dvéma alelami,
nicméné tyto znaky jsou velmi vzacné a znéni Hardyho-Weibergova zakona je pak znaéné
slozité&jsi.

Hardyho-Weinberguv zakon tedy v tomto piipadé tika, Ze za urcitych podminek se populace
v konkrétnim kvalitativnim znaku geneticky z generace na generaci neméni, a tento zakon tak
vyjadiuje dédi¢nost kvalitativniho znaku v populaci. Naopak, nejsou-li podminky H-W zakona
splnény, populace se z generace na generaci méni. V piipad¢ systematickych zmeén, jako jsou
mutace, migrace a selekce, je pii znalosti jejich parametri (mutacni rychlost, intenzita migrace
a selekce) moznost odhadnout jejich Gi€inky na dalsi generace. V piipad¢, Ze je populace ptili§
mald, jsou jeji zmény stochastické, ndhodné a neptedvidatelné. Pro chov zvifat je vyznamny
geneticky drift, kdy v malych populacich je pocet potomkt pfili§ maly na to, aby v pfisti
generaci mohly vzniknout vS§echny mozné genotypové kombinace. Nasledkem toho, Ze n¢které
Z moznych kombinaci nevzniknou, se zvySuje riziko sniZeni Cetnosti, az ztraty urcitych alel
Vv dané populaci a nékdy az dramatického ohrozeni populace v disledku ztraty jeji diverzity. To
je také problém malych ohroZenych populaci divoce zijicich zvitat. Tato rizika se jesté zvySuji
s vy$$i pravdépodobnosti inbreedingu: inbreeding v malych i velkych populacich neméni
alelové Cetnosti, ale postupné zvySuje Cetnosti homozygotnich genotypii na tikor heterozygoti.

V kombinaci s malou efektivni velikosti populace je pak riziko ztraty variability jeste vyssi.
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7.5 Populacni genetika dédi¢nych nemoci zvirat, FeSené priklady

Pi.1 V populaci divokych potkanii v Belgii a Francii byl sledovan gen kodujici enzym
Vkorel (enzym dulezity pro cyklus vitaminu K). Byl zjistén polymorfizmus v pozici 139,
kde nékteri jedinci neméli obvykly nukleotid A ale nukleotid T. Z 856 odchycenych
jedincii bylo 618 homozygotii AA, 219 heterozygotii AT, 19 homozygoti TT. Jaka byla

relativni pocetnost alely Aa T?

Reseni: Absolutni pocetnost alely Aje 2 x AA +1 x AT=2 x 618 + 1 x 219= 1455. Relativni
pocetnost alely A je absolutni pocetnost alely A | 2N (pocet alel v populaci) = 1455/856 x2=
0,850

Podobné absolutni pocetnost alely T= 2 x TT+ 1 x AT=2 x 19 + 1 x 2]9= 257. Relativni
pocetnost je absolutni pocetnost alely T/ 2N= 0,150.

Pro kontrolu: celkovy pocet alel = 1455+257= 1712= 2 x 856, relativni pocetnost alel p + q=
0,850 + 0,150=1

Pokud se u populace vyznamné lisi pocetnosti genotypt vypocitané podle Hardyho-
Weinbergova zakona od skute¢né pozorovanych cCetnosti, nejsou splnény nékteré z vyse
uvedenych podminek (nejCastéji ta, Ze populace neni panmiktickd, pfipadné¢ na ni plsobi
selekce a néktery genotyp je znevyhodnén oproti ostatnim). Castou komplikaci platnosti
Hardyho-Weinbergova zakona byva selekce. Selekce byva vyuzivana pii $lechténi, kdy
selektujeme na konkrétni zadouci vlastnosti, a vybérem vhodnych rodi¢i dochazi ke zméné
cetnosti alel, napt. selekce na barvu, bezrohost, uzitkovost, ale i na zddouci zdravotni vlastnosti
(na neptitomnost dédi¢nych vyvojovych vad, atd.). V ptirodé nebo v populacich zanechanym
pfirozenéjSim  zplsoblim zivota dochazi k pfirozené selekci nevhodnych, méné
zivotaschopnych alel, jejichZ ¢etnost postupné klesa v diisledku niz§iho pfezivani nositelll a
niz$iho poctu jejich mlad’at (nebo obojiho). Nékteré kombinace alel mohou byt dokonce letalni
(napf. letdlni kombinace dvou alel pro gen zptsobujici lysost u pstt nahdc¢t. Pti plemenitbé
muze byt uméla selekce v rozporu s ptirodni selekci, kdy chtény znak je spojen s nizsi vitalitou
jeho nositele (napi. selekce na vy$$i produkci mléka, vybér kratSich psich cenicht,

dyschondroplazie psu, atd.).
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Selekce rodich sice pozménuje alelové a genotypové pocetnosti v dal§i generaci, nicméné
pokud selekce pomine, v dalsi generaci se opét nastoli Hardyho-Weinbergova rovnovaha
odvozena od Cetnosti alel rodict.

Pi. 2. Znacna ¢ast rodenticidi vyuziva toho, Ze inhibuje enzym Vkorcl, tim dochazi
k zastaveni cyklu vitaminu K, coZ sniZuje srazlivost krve. K ithynu hlodavca dochazi
Vv disledku vnitiniho krvaceni. Mutace zminéna v p¥. 1 (z nukleotidu A na T) zpiisobuje
resistenci hlodavci vici tomuto typu rodenticidi. Jak se zméni alelové a genotypové
¢etnosti populace z prikladu €. 1, pokud na tuto dosud prirozené se chovajici populaci
aplikujeme rodenticid, ktery zahubi v§echny homozygotni nositele dominantni alely A?

Jak bude populace vypadat v dalsi generaci?

Reseni: Z 856 (N) odchycenych jedincii bylo 618 homozygotii AA (kteri zahynou, a tedy se
nebudou dale ucastnit reprodukce), v populaci tedy zbyde 219 heterozygotu AT a 19
homozygotit TT. Tedy cetnost alely A je 219 a jeji relativni cetnost= 219 | ((219 + 19) x 2) =
0,46. Cetnost alely T je 219 + 2 x 19, a jeji relativni pocetnost je (219 + 2 x 19) / ((219 + 19)
x 2) = 0,54.

Pokud do populace nebudeme opét aplikovat rodenticid, tak v dalsi generaci pri relativni
pocetnosti a= 0,46 a t= 0,54 vznikne opét pomér genotypii podle Hardyho-Weinbergova
zdakona, tedy pomeér homozygotii AA bude a?= 0,212, heterozygotii AT bude 2 x at = 0,497 a
homozygotii TT bude t?= 0,292.

V praxi se pomérné Casto vyuzivd dlouhodobé selekce, kdy je urcity genotyp po mnoho
generaci zvyhodilovan nebo naopak znevyhodnovan a tim dochdzi k postupné zméné cetnosti
alel. Byva to jak z divodi uzitkovosti (hospodéiska zvitata), vzhledu (mala zvitata), nebo

Z duvodu zdravi.

P¥. 3. Progresivni degenerace ty¢inek a ¢ipki (prcd), jedna z forem progresivni retinalni
atrofie u psi, je podminéna homozygotnim stavem recesivni alely prcd, zatimco jedinci
S dominantni alelou PRCD (homozygoti i heterozygoti) jsou zdravi. ProtoZe je tato
choroba nezidouci, chceme jeji vyskyt eliminovat. V studovaném souboru 240 psi
ruznych plemen trpélo prcd chorobou 8 jedinci. Jaké byly frekvence alel PRCD a prcd a
jak se zménila pocetnost nemocnych psii, pokud po 3 generace nevpoustim do reprodukce

Zadné nemocné zvire a kiizim jen jedince klinicky zdravé?

81



Reseni: Je diilezité si uvédomit, Ze nemocni psi jsou recesivni homozygoti (genotyp prcd/pred),
Cetnost tohoto genotypu je 8/240= 0,033, tedy 3,3 %. Toto je viastné prcd? (tedy ono g2 z
Hardyho- Weibergova zikona), pocetnost alely prcd je tedy N0,0333= 0,183. Tedy cetnost alely
PRCD je 1- 0,183=0,817.

Relativni cetnost genotypui v 1. generaci je tedy:

PRCD/PRCD= 0,817 x 0,817= 0,667

PRCD/prcd=2 x 0,817 x 0,183= 0,299

prcd/pred= 0,0333

Podle procent by tedy v populaci 100 jedincit mélo byt 66,7 jedincii PRCD/PRCD, 29,9 jedincii
PRCD/prcd a 3,3 prcd/pred jedincu (pocet jedinci je ve skutecnosti vidy celé cislo, coz ale neni
pravidlem pri pouziti teoretickych vypoctii).

Pri dalsi reprodukci byli vyuziti jen zdravi jedinci, tedy recesivni homozygoti se
nerozmnozovali. Velikost rodicovské populace se zmensila o recesivni homozygoty (v nasem
pripadé se tedy ucastni reprodukce 96,7 jedincii). Absolutni cetnost alely PRCD= 2 % 66,7 +
29,9 = 163,3, relativni cetnost= 163,31 2 x 96,7 = 0,844. Absolutni etnost recesivni alely prcd
= 29,9, relativni pocetnost = 29,9 | 2 x 96,7 = 0,154 (to, Ze soucet vsech relativnich cCetnosti
neni roven presné 100 %, je dano zaokrouhlenim).

Za predpokladu, Ze plemenitba techto dominantnich homozygotii a heterozygotii je priblizné
panmiktickd, dojde u jejich potomkit opét k nastoleni Hardyho-Weibergovy rovnovihy. Bude
platit Hardyho-Weinbergiiv zdkon p? + 2pq + 2 = 1, tedy homozygotii PRCD/PRCD bude
0,8442 = 0,712, prcd/pred bude 0,154% = 0,024 a heterozygotii 2 x 0,844 x 0,154=0,260. Tedy
dojde ke vzniku 2,4 % nemocnych recesivnich homozygotii.

Pokud pri krizeni této prvni generace opét vyloucim nemocné jedince z reprodukce, zase se
zmeni alelové cetnosti, a to nasledovné: absolutni pocetnost PRCD = 71,2 x 2 + 26 = 168,4,
relativni pocetnost PRCD= 168,4 | 2 x 97,6 = 0,863, relativni pocetnost prcd= 1 - 0,863 =
0,137. Tedy ve druhé generaci potomkii bude homozygotii PRCD/PRCD = 0,863% = 0,745;
homozygotii predipred = 0,1372 = 0,019 a heterozygotii PRCD/pred= 2 x 0,863 x 0,137 =
0,236.

Podobneé ve treti generaci bude absolutni pocetnost PRCD = 74,5 x 2 + 23,6 = 172,6, relativni
pocetnost PRCD = 172,6 | 2 x 98,63 = 0,875, relativni pocetnost prcd = 1 - 0,875 = 0,125.
Homozygotii PRCD/PRCD = 0,875% = 0,766; homozygotii prcdlpred = 0,1252 = 0,016 a
heterozygotit PRCD/prcd= 2 x 0,875 x 0,125 = 0,2109.
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Mendelisticky dédéné znaky (i napt. choroby) mohou byt vazané na recesivni nebo dominantni
alelu. Pokud je znak vazany na dominantni alelu, tato alela se fenotypové projevi vzdy. Pokud
je znak nezadouci, miize byt jeji nositel vyrazen z dalsi reprodukce a timto se mize nezddouci
dominantni alela z chovu (populace) zcela odstranit. Cast&ji ptipad je ale ten, kdy je znak
vazany na recesivni alelu, tedy fenotypoveé se projevi pouze recesivni homozygoti. Pokud
budeme selektovat zvifata pouze podle jejich fenotypu, vyradime pouze malou ¢ast nositell
nezadouci alely a tato alela bude nadale nosSena heterozygoty (pfenaseci). V dalsi generaci se
opét mohou setkat dve recesivni alely a vzniknout nezddouci recesivni homozygot. Z vysledkt
z pt. 3 miizeme usuzovat, ze negativni selekci recesivnich homozygoti budeme pouze snizovat
pocetnost nezadouci alely, ale nikdy se ji nezbavime. Takto probiha selekce i v ptirodnich
podminkach, kdy pfirozena selekce pisobi jen proti jedincim, u kterych se oslabujici znak
(choroba) fenotypové projevi, zatimco heterozygoti nadale ptezivaji a ptispivaji do reprodukce.
V ptirodé tyto recesivni alely v malych Cetnostech ziistdvaji a predstavuji skryty zdroj genetické
variability.

V soucasnych podminkach existuje na zna¢nou ¢ast znamych mendelisticky dédénych chorob
vhodny geneticky test, umoziujici odhalit nezadouci alelu, a tedy i pfenasece (heterozygoty).
Tohoto se vyuziva pii fizené plemenitbé. Pti chovu skotu je velmi Casto pozadovan zdravy
genotyp u chovného byka. Pro uzitkové chovy je ¢asto povoleno pfipousténi zdravych byki s
heterozygotnimi kravami, nebot’ potomstvo bude v kazdém ptipadé zdravé (byt muze byt
pfenaSecem). Pro plemenaiské vyuziti je Casto poZadovan zdravy genotyp i pro samice. U
malych zvifat chovatelské kluby stanovuji, za jakych podminek mohou byt jedinci uchovnéni.
Velmi cCasto je povolovana reprodukce pouze jedinctim, ktefi byli geneticky testovani na
nejcastéjSi choroby (které jsou Casto typické pro dand plemena) a byli shledani zdravymi.
V nékterych ptipadech je po jisté obdobi umoznéno i fizené spojeni zdravého homozygota a

heterozygota.
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Pi. 4. Choroba Episodic Falling Syndrom je choroba vyskytujici se u plemene Kavalir
King Charles §panél. Tato choroba je autosomalné recesivni (je dana deleci v genu BCAN)
a je moZno ji standartné geneticky testovat. V CR touto chorobou trpi cca 3,5 % psi. Jaké
poZzadavky na uchovnéni jedinci a zptisob plemenitby byste doporudili chovatelskému
klubu?

Resent: Pokud je 3,5 % jedincii nemocnych, pak 9° = 0,035, tedy q = 0,187. Pak p=1 - 0,187
= 0,813. Pocet prenasecii 2pq = 2 x 0,813 x 0,187 = 0,30, zcela zdravych jedincii je p* =
0,661.

Z hlediska eliminace onemocnéni by zcela jisté bylo nejlepsi dale nerozmnoZovat jedince
prendsejici vadnou alelu. Timto by byla choroba a s ni i vadna alela jiz v prvni generaci
vymycena a ddle by jiz nebylo nutno tuto chorobu ani testovat. Nicméné je nutno se na cely
problém divat v Sirsim kontextu. Tim, Ze by se nereprodukovala cela tretina soucasnych jedincii,
bychom prisli o exteriérové i povahové vyjimecné cenné jedince, kteri by neprenesli své viohy
do dalsich generaci. Taky je nutné mit na zreteli, Ze toto plemeno je v CR neprilis pocetné a
znacné inbredni a snizenim jeho genetické zakladny by se sniZila i diverzita v tomto plemeni.
SniZenim mnozstvi reprodukujicich se jedincii by se jesté vice zvysila inbrednost plemene.
Z tohoto diivodu je vhodné zavést po jisty cas Fizenou plemenitbu, kdy budou rozmnoZovani i
Jinak vyjimecni jedinci s vadnou alelou. Nicméné je nutno sestavovat pary vzdy tak, aby se
neparili dva jedinci nesouci vadnou alelu (a nedochdzelo tak ke vzniku nemocnych sténat). Tedy
je mozno pdrit prenasece se zdravym jedincem, nebo dokonce nemocného jedince se zdravym
jedincem (za vzniku heterozygotii, kteri jsou v dalsi generaci pareni se zdravym jedincem).
Z potomkii (respektive prapotomkii) pomoci genetickych testii jsou nasledné vybirani ti, kteri
nejsou nositeli vadné alely. Timto jsou zdroven v plemeni zanechdany vlohy po vybornych
Jjedincich, kteri ale byli nositelé vadné alely, a zarover je eliminovana choroba. Po jedné az

dvou generacich je vhodné upravit stanovy klubu tak, aby se pdrili jiZ jen nositelé zdravé alely.
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8. Veterinarni cytogenetika

8.1 Chromozomy domacich zvirat a metody jejich studia

Jaderny genom je piedstavovan molekulami DNA obsazenymi v jadie bunck. V jadie ned€lici
se bunky tvofi DNA spolu s histonovymi bilkovinami chromatin, jehoz struktura umoznuje
regulovat aktivitu gent bun€k, které praveé neprod€lavaji bunééné déleni. Pii déleni bunky se
replikaci vzniklé dv¢ identické kopie musi rozdélit do vznikajicich bunék tak, aby se do kazdé
nové dcetfiné buinky dostalo po jedné identické kopii. K tomuto ucelu vytvoii jednotlivé
molekuly DNA opakovanou spiralizaci a prekladanim chromatinovych vlédken specializované
struktury, chromozomy, které jsou diky kondenzaci chromatinu viditelné ve svételném
mikroskopu. Pocet chromozomt v diploidni somatické bunice odpovida poctu jednotlivych
molekul DNA a je specificky pro dany druh (viz tabulka 4). Celkova délka DNA v takové bunce
je v zavislosti na druhu pies 100 cm, a jeden chromozom je tedy tvoien jednou molekulou DNA
o délce nékolika centimetrli. Pro tucely cytogenetického vySetfovani jsou nejvhodnéjsi
chromozomy v metafazi, kdy jsou maximaln¢ spiralizované a nejlépe individualné rozlisitelné.
V této fazi délici se bunky, ve které uz predtim (v S fazi bunécného cyklu) doslo k replikaci
DNA, jsou tedy mikroskopicky viditelné dvé sady chromozomi, spojené v misté centromery,
které se v anafazi mitotického déleni rozejdou jako jednotlivé sady do dcetinych bunék. V této
podobé se také posuzuje morfologie chromozomil, na které je zalozena jejich klasifikace a
diagnostika odchylek od normalniho stavu.
Centromera rozdéluje jednotlivé chromozomy na raménka, ktera mohou byt v piipad¢ umisténi
centromery uprostied chromozomu stejné dlouha (metacentrické chromozomy), V piipadé
asymetrického umisténi centromery rozliSujeme kratké a dlouhé raménko (submetacentrické
nebo subtelocentrické chromozomy), Vv piipadé, ze je centromera lokalizovana na konci nebo
téméf na konci chromozomu se hovoii o telocentrickych, respektive akrocentrickych
chromozomech (viz kapitola Zaklady genetiky). Dalsim kritériem klasifikace chromozomi je
jejich velikost. Na zaklad¢ velikosti a morfologie se pak metafdzni chromozomy konkrétniho
druhu nebo jedince sestavuji do idiogramu nebo karyotypu, coz umozni standardni popis
chromozomu kaZzdého druhu a jednotnou klasifikaci odchylek od normélniho stavu.
Schématicky znazornénd sestava chromozomu diploidni somatické buiiky konkrétniho druhu
se nazyva idiogram. Sestava metafaznich chromozomi diploidni buiiky konkrétniho jedince
uspotadana podle druhové specifického idiogramu se nazyva karyotyp.
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Standardizovany popis chromozomii je mozny diky specifickym metodam jejich barveni.
Existuje vétsi pocet riaznych metod barveni chromozomt, které jsou pouzivany k riznym
ucelim. Nejbéznéjsi je rutinni orientac¢ni barveni Giemsovym barvivem, které umozni urcit
pocet chromozomu a nékteré¢ strukturni zmény chromozomti vétSiho rozsahu. Pruhovani
chromozomu je variantou barveni chromozomii, které umozni znazornit systém pruhi, ktery je
pro kazdy chromozom jedine¢ny a shodny u obou homolognich autozomi, coz umozni
identifikaci strukturnich ptestaveb (aberaci) chromozomii. Tyto metody jsou vhodné ke
klinické diagnostice, protoze zmény v poctu a struktufe chromozomi mohou mit vyznamny
dopad na fenotyp jedince. Zatimco u domacich zvifat jde zejména o poruchy reprodukce, u lidi
se tyto zmény projevuji i velmi specifickymi, klinicky dobfe definovanymi syndromy.
Identifikace jednotlivych chromozomil potiebné napiiklad pro diagnostiku klinicky mimotadné
vyznamnych trizomii nebo diagnostika specifickych subchromozomadlnich zmén se da dale
zpiesnit pomoci metody FISH (,,fluorescence in situ hybridization®).

Zavedeni molekularnich technik umoznilo dalsi specializovana vysetfeni genomu na bunééné
urovni a rozvoj specializované oblasti cytogenetiky zvané cytogenomika. Podrobna
charakteristika karyotypti a vytvofeni idiogramu jednotlivych druhii jsou zakladem pro
sestaveni jejich podrobnych celogenomovych map a pro fyzickou lokalizaci znamych gent a

jinych sekvenci.

Tab. 4: Diploidni (2n) po¢ty chromozomu u vybranych druhti domacich zvitat

Druh Pocet chromozomii 2n
Pes 78
Kocka 38
Skot 60
Ovce 54
Koza 60
Prase 38
Kan 64
Kur 78
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8.2 Zmény chromozomi a jejich klasifikace

Jak bylo uvedeno v kapitole Zakladni pojmy genetiky, jsou Vv §ir§im slova smyslu odchylky od
normalniho karyotypu mutacemi na bunécné urovni. Tyto odchylky se déli na pocetni
(numerické) a strukturni abnormality. Nejvyznamnéjsi z nich jsou uvedeny v nasledujicim

schématu na obr. 10.

Numencke ( Strukturni |
Aneuploidie
(monosomie, trizomie)
Haploidie  Polyploidie Balancované Nebalancované
(n) (>2n) (translokace, inverze) (Inzerce, delece,duplikace)

Obr. 10: Rozd¢leni chromozomovych abnormalit

Zvlastnimi typy zmén karyotypu konkrétnich jedinci jsou mozaiky a chiméry. V obou
piipadech jde o koexistenci dvou nebo vice karyotypové odlisnych populaci (linii) bun¢k u
jednoho jedince. U mozaik jsou tyto linie ptivodem od jednoho embrya a vznikaji tedy po
oplozeni abnormalitami pii mitotickych délenich bun¢k ptivodni zygoty. V ptipadé chimérismu
jsou odlisné linie bunék pivodem z riznych embryi. Typickym piikladem jsou chiméricti
jedinci vznikli vyménou bunék mezi rGznopohlavnimi dvojcaty v dasledku vzniku

placentalnich anastomo6z v prabéhu gravidity (viz nize).

8.3 Klinicka cytogenetika domacich zvirat

Cytogenetickd diagnostika je v lidské genetice jednim ze zédkladnich klinicky vyznamnych
vySetfeni. Celd fada numerickych (napf. trizomie nebo mnozomie) i strukturnich (naptiklad

translokace, inverze) chromozomalnich abnormalit je spojena s patologickymi zménami
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fenotypu a specifickymi syndromy. Naproti tomu u domacich zvifat se vétSina poruch
chromozomu projevuje nespecificky obecné poruchami reprodukce a vzhledem k vyznamu
plodnosti pro chov zvifat je jejich eliminace rychlé a efektivni i bez potieby cytogenetickych

vySetfeni. Pfesto maji nékteré z chromozomalnich abnormalit pro chovatele zvlastni vyznam.

8.3.1 Robertsonovska translokace 1/29 u skotu

V disledku slozitych pfestaveb v oblasti centromer nejvétsiho (€. 1) a nejmensiho (€. 29)
zahrnujicich deleci, inverzi a centrickou fzi (spojeni chromozomil) vznikd ze dvou
akrocentrickych chromozomu novy, submetacentricky chromozom. Jeho pfitomnost v burice je
pak pfi¢inou poruch parovani chromozomt v meidze. Vznik trivalentd vede k vytvoreni
aneuploidnich embryi, kterd odumfou v raném stadiu. To se v praxi projevi prebéhnutim a tim
snizeni parametr plodnosti nizké a ¢asto pfi testovani byka unikne pozornosti, nicméné dédi
se z generace na generaci a heterozygotni jedinci ji prenaSeji na 50% potomstva. Tato
translokace je ¢asta u skotu, u nekterych plemen dosahuje jeji vyskyt az desitek procent.
V piipadé prakticky vyznamného vyskytu této translokace se u daného plemene cytogeneticky
vySetiuji testovani byci. U skotu se vyskytuji 1 dalsi, prakticky nevyznamné centrické flize
zahrnujici jiné chromozomy. U jinych druht se podobné translokace vyskytuji relativné ¢asto
u ovcei a koz. U dalSich druhii se nalézaji spiSe vzacn€ nebo u nich dosud nebyly popsany

(naptiklad u kong).

8.3.2 Reciproké translokace

Jedna se o vyménu casti genetického materidlu mezi dvéma nehomolognimi chromozomy,
nasledkem kterych dochézi k porucham jejich parovani v meidze. Jsou ¢asté u prasat, u kterych
mohou mit prakticky vyznam jako pficina poruch plodnosti, zejména u kanci. Vznikaji de novo
a dosud bylo identifikovano vice nez 100 riiznych typi liSicich se chromozomy, kterych se
vymeéna tyka. NejCastéjSim prakticky vyznamnym projevem je snizeni poctu selat ve vrhu,
pfipadné poruchy spermiogramu. Reciproké translokace se ojedinéle vyskytuji také u skotu,

kde vSak nemaji prakticky vyznam a vzacné je 1ze odhalit i u dal$ich druhti domaécich zvifat.
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8.3.3 Aneuploidie pohlavnich chromozomu

Nejcastéjsimi zmeénami v poctu pohlavnich chromozomt jsou monozomie X a trizomie XXY,
odpovidajici u lidi dobie definovanym syndromu (Turnertiv, respektive Klinefelterav
syndrom). Celkovy pocet chromozom v karyotypu se pii téchto stavech snizuje (monozomie
X) nebo zvysuje (trizomie XXY). U zvifat vSak podobné specifické syndromy nepozorujeme.
Monozomie X je nejcastéjsi u klisen, které maji normalni externi genitalie, ale maji poruchy
pohlavniho cyklu nebo jsou anestrické, s hypoplastickymi vaje¢niky. VétSina klisen jsou
mozaiky (viz nize). Monozomie X s podobnymi pfiznaky se obcas nalezne u fen, u jinych druha
je zachycovana jen vzacné. Vyskyt trizomie XXY je nejlépe dokumentovan u kocek, protoze
na sebe upozorni vyskytem trojbarevného zelvovinového zbarveni srsti u kocourd.
Trojbarevnost je u ko¢ek vazana na heterozygotni stav genti lokalizovanych na chromozomu X
a za normalnich okolnosti se tedy objevuje pouze o kocek — samic. Kocoufi s karyotypem XXY
tedy mohou byt na rozdil od kocouri s normélni sestavou pohlavnich chromozomi XY
heterozygotni v X-vazanych genech a tudiz trojbarevni. V disledku nadbyte¢ného
chromozomu X vykazuji poruchy plodnosti souvisejici s hypoplazii varlat a poruchami
spermiogramu. Trizomie XXY se obc¢as vyskytuje u bykli s poruchami plodnosti a vzacné i u
jinych druhtt domacich zvifat. Také dalsi poruchy v poctu pohlavnich chromozomd, naptiklad
trizomie XXX nebo XYY, se mohou u domacich zvifat vzacn€ vyskytnout ve spojeni

s poruchami plodnosti.

8.3.4 Mozaiky a chiméry

NejcastejSim piipadem mozaicismu domadcich zvifat je mozaika XX/XO u neplodnych klisen.
Nejvyznamnéj§im piikladem chimérismu je freemartinismus skotu. V piipadé gravidity dvojcat
dochazi velmi €asto (>90%) k anastomozémam krevnich ob¢hti obou plodii a k vyméné bunék
mezi nimi. Jsou-li plody rizného pohlavi, vznikaji chiméricti jedinci XX/XY. Vzhledem
k mechanizmiim determinace pohlavi u savcti zalozenym na aktivaénim maskulinizujicim
efektu pfitomnosti chromozomu Y se pfitomnost bun€k XX u samci na jejich fenotypu nijak
neprojevi. Naproti tomu u samic dochdzi k ¢astecné maskulinizaci jak pohlavniho aparatu, tak

celkového vzhledu (,,by¢ice™).
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8.4 Vyuziti cytogenetiky domacich zvirat

I kdyz je vyuziti cytogenetickych vySetfeni v chovatelstvi a veterindrni mediciné omezené,

mohou byt tyto metody uzite¢nou pomiickou naptiklad v nésledujicich situacich.
v’ Specializovand diagnostika poruch plodnosti

Cytogeneticka vySetieni mohou identifikovat jinak neobjasnéné pficiny poruch plodnosti,
zejména u potencidlné cennych a masivné vyuzivanych (naptiklad diky umélé inseminaci)

plemennych zvirat.
V' Diagnostika chromozomdlnich poruch u embryi

U lidi je soucasti metod asistované reprodukce analyza karyotypu pifenaSenych embryi. U skotu
se v souvislosti s vyuzitim transferu embryi ke $lechtitelskym uceltim pted zavedenim metod
zalozenych na PCR vyuzivalo cytogenetického vySetieni k urceni pohlavi komercné
nabizenych embryi. Tyto techniky je mozno vyuzit i k objasnovani pfi¢in rané embryonalni

mortality, ktera je vyznamnym problémem u skotu a prasat.
v’ Evolucni studie: vyvoj a vztahy domdcich zvirat a jejich divokych piibuznych

Vyvoj druhti se manifestuje i na urovni karyotypu. Studium karyotypu domacich zvitat, jejich
divokych predk a dalSich pfibuznych druhi umoziiuje studovat mechanizmy evoluce a
domestikace, historii doméacich zvifat a piipadné objasiiovat reproduk¢ni izolovanost a

moznosti kiizeni jednotlivych dnes existujicich forem domacich zvirat.

v Modelové studie zdkladnich biologickych procesii (oplozeni, gametogeneze,

ontogeneze)

Diky dlouholetym zkuSenostem s manipulaci s pohlavnimi buiikami a embryi domacich
zvitat jsou naptiklad skot a prase vhodnymi modelovymi druhy pro studium ¢asného vyvoje

savcu a jejich poruch.
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9. Geneticka odolnost a vnimavost kK nemocem u zvirat

9.1 Odolnost a vnimavost k nemocem jako biologicky jev

Onemocnéni vznika jako vysledek interakce mezi organiSmem a vlastni (vnéjsi) pficinou
onemocnéni. Vnéjsi pfi€iny onemocnéni, abiotické nebo biotické, oznaujeme obecné jako
patogenni noxy. Mohou mit charakter fyzikalnich faktora (teplota, tlak), chemickych latek
(toxiny) nebo piedevsim biologickych agens, kde se 0znacuji jako zivé patogeny (bakterie, viry,
parazité). Vysledkem interakce mezi organismem (hostitelem) a patogenem je variabilita
v reakci na patogen. Na této variabilité se podili v€k, pohlavi, hmotnost, zdravotni stav a také
genetické zalozeni hostitele, stejné tak jako variabilita na strané patogenu, a faktory vnéjsiho

prostfedi. Vznik onemocnéni a jeho pribeh pak predstavuje prinik téchto proménlivych velicin.

9.2 Interakce hostitel-patogen

Prakticky vyznamnym typem interakce hostitele a patogenu jsou infekéni onemocnéni. Vznik
a vyvoj infekéniho onemocnéni lze chapat jako prubézny vysledek konfrontace dvou naprosto
odli$nych entit — patogenu a hostitele. Kazdy z aktért pfitom ma zcela jiné vlastnosti a vyuziva
jinych strategii k dosaZeni stejného cile: pteZiti. Sledovat prib¢h interakei mezi hostiteli a jejich
infekénimi patogeny je pak jako sledovat nekone¢ny a dramaticky zavod. Zatimco dlouhovéci
hostitel¢ se jen pomalu méni a prizplisobuji nepfiznivym podminkam prostiedi a rostoucimu
tlaku patogent, infekéni agens a jejich rapidné se ménici genom jsou povazovany za jednu
Z hnacich sil evoluce. V zasad¢ lze u takovych evolu¢nich interakci hostitel-patogen rozeznat
nékolik vitéznych strategii. Prvni moZnosti, coz je pfipad fady fatalnich infek¢énich
onemocnéni, je cesta totalni destrukce. Bud’ zvitézi hostitel, patogenu se uplné zbavi a je-li to
mozné, dojde k nastoleni dlouhodobé imunity; nebo zvitézi patogen, dojde ke kolapsu
imunitniho systému hostitele a posléze k jeho zaniku. Tento typ interakce je typicky pro fadu
virl, jako jsou napt. orbiviry (katardlni horecka ovci, africky mor koni), orthomyxoviry
(chfipka A-C) nebo flaviviry (Dengue, zdpadonilsk4 horecka, klisStova encefalitida), ale 1 pro
nckteré bakterie (tularémie, tuberkuldza). Takova strategie uplatiiovand patogenem ovsem

nemusi byt z dlouhodobého hlediska ptili§ vyhodnd, a fada patogenu tak preferuje strategie,
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které vyuzivaji zdroju hostitele k vlastnimu pteziti, avSak nezahrnuji jeho likvidaci. Sem lze
zatadit ptivodce vétSiny béznych infekénich onemocnéni jak lidi, tak zvifat. Dal§i moznosti je
vznik celozivotni latentni infekce s obcasnymi exacerbacemi klinickych ptiznakt. Tento typ

rovnovazn¢ interakce pozorujeme naptiklad u herpesvirovych onemocnéni nebo toxoplasmozy.
Z hlediska patogeneze lze rozeznat dva zékladni typy infek¢nich onemocnéni, kdy:

a) klinické priznaky a patogeneze jsou urceny piedevsim vlastnostmi patogenu — napi.
infekce riznymi kmeny bakterie E. coli, ktera se bézné vyskytuje ve stfevni mikroflofe,

avsak mize zplisobovat i fatalni enteritidy v zavislosti na faktorech virulence, které nese

b) klinika a patogeneze jsou dany zejména reakci hostitele — napi. u n€kterych infekei
CNS (Acanthamoeba spp.) hraje v patogenezi onemocnéni roli pfedev§im poskozeni

nervovych tkani nepfiméfenou zanétlivou reakci organismu na patogen.

9.2.1 Mechanismy preziti — patogen a hostitel

Za pozorovanymi riznymi vysledky interakci hostitel — patogen stoji, jak bylo zminéno vyse, 1
geneticka variabilita obou aktért. Pfitomnost rtznych alel v populaci, byt v nizkych
frekvencich, pak umoziiuje v pfipadé napadeni hostitelské populace patogenem vyselektovani
odolnych genotypu, které svym nositelim poskytuji ur¢ité vyhody. Variabilita genomu
hostitelské populace tedy umoznuje jeji adaptaci. Stejné tak urcité varianty genomu u patogenti
mohou svym nositelim poskytnout vlastnosti, které jim umozni Uspésnéji infikovat své
hostitele a reprodukovat se. Interakce hostitel — patogen tak vlastné neustale probiha i na tirovni
genomtl.

Zakladnim zdrojem popisované genetické variability je mutace. Diky velmi kratkému
genera¢nimu intervalu patogeni se zmény zpusobené mutacemi prosazuji velmi rychle. Muze
tak dochazet k iniku obrannym mechanizmim hostitele diky castym zménam antigennich
struktur ¢i vyuziti novych receptori pro vstup do bunék (napft. chiipkové viry). Mezi dalsi
zbrané patogent patii indukce imunosuprese (napt. viry HIV, FeLV) nebo zasahy do Fizeni
imunitnich reakci hostitele (napt. omezeni exprese MHC molekul u fady virovych
onemocnéni, modulace Thl a Th2 typu odpovédi aj.). Zajimavym jevem je také alternace
exprese genll u trypanosom. Povrchové antigeny tohoto parazita jsou kodovany genem VSG,

ktery se v genomu trypanosom vyskytuje v mnoha variantach (vice nez sto). Avsak aby mohl
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byt exprimovan, musi byt vzdy pouze jedna urcita kopie mechanizmem genové konverze
,premisténa‘ do specidlniho expresniho mista. K této konverzi dochazi v pravidelnych cyklech,
pricemz kopie, ktera bude exprimovana, je zvolena ndhodné. Kazdych nékolik tydnti tak parazit
zméni své antigenni struktury (tzv. antigenni variace), hostitelem vytvorené protilatky
piestavaji byt ucinné a zacinaji se tvofit nové protilatky, specifické proti aktualnim antigennim
strukturdm na povrchu trypanosom.

zejména v dlouhodobé, evolu¢ni perspektivé. Diky mnohem delSimu genera¢nimu intervalu se
musi vyrovnavat s neustale se ménicim protivnikem jinym zptsobem, coz u vyssich organismi
posléze vedlo k diferenciaci imunitniho systému a rozvoji komplexnich imunitnich reakei.
Kli¢ovou roli pritom hraji lymfocyty se svou schopnosti rychle se mnozit a do jisté miry
geneticky ménit a geny, koédujici molekuly ucinné v imunitnich reakcich (viz kap.
Imunogenomika a imunogenetika). Druhym typem obrannych mechanizmu hostitele je Siroké
spektrum neimunitnich mechanizmu, kam Ize zatadit existenci riznych fyzikalnich bariér,
pritomnost/neptitomnost specifickych receptorii, uréité metabolické procesy, morfologické
znaky Ci etologické charakteristiky, které se ukazaly jako vyhodné z hlediska pteziti jednotlivce
1 druhu. Jednim z faktori, ktery pfispiva k odolnosti vici infestaci klistaty u Brahmanského
skotu je naptiklad regulace exprese genil pro nékteré proteoglykany, kolagen nebo epiderméalni
diferenciaéni faktory, které ovliviuji sloZzeni a funkci extracelularni matrix v okoli pfisatych
parazitl. U prasat zase zname urcité linie, které jsou rezistentni vii¢i prijmu zplisobenému
F4/K88+ kmeny E. coli. Tento znak se dédi jednoduse recesivné; u recesivnich homozygott
nedochazi ke spravné glykosylaci receptorovych proteinli na povrchu enterocytt a bakterie E.
coli tak ztraci moznost pfichyceni ke stén¢ stievni. Obecné tak 1ze fici, Ze variabilita v genech
kédujicich jednotlivé slozky imunitnich i neimunitnich mechanizmi rezistence hostitele

prispiva k celkové pozorované variabilité v rezistenci na patogen u domadcich zvifat.

9.3 Podstata a typy odolnosti a vnimavosti k nemocem

9.3.1 Definice rezistence, relativni fenotypy

Z hlediska hostitele mize mit vysledek setkani s patogenem fadu rGznych podob. Ptizniva
reakce organismu hostitele a/nebo kombinace jinych faktortt miize vést ke stavu rezistence —

odolnosti hostitele, kdy se onemocnéni nerozviji viibec nebo jen v omezené mite a u infekénich
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patogenti je hostitel schopen kontrolovat a posléze efektivné snizovat jejich mnozstvi.
Opacnym stavem je pak vnimavost — susceptibilita, tedy takova reakce hostitele, ktera umozni
vznik onemocnéni s riznym prubéhem, nékdy i fatdlnim. Stav odolnosti nebo vnimavosti je
vzdy vysledek individualni interakce konkrétniho hostitele a konkrétniho patogenu. Mezi stavy
uplné vnimavosti a iplné odolnosti, ktera je spiSe teoreticka, tak nachazime v realné populaci
fadu pfechodnych stavi.

Je tfeba zdlraznit, Zze pojmy vnimavost a odolnost jsou relativni a vzdy zéalezi na pouzité
klasifikaci. U infek¢nich onemocnéni mizeme odolnost definovat rtiznymi stavy:

- patogen selze v navozeni infekce
- patogen navodi infekci, ale nedokonéi sviyj vyvoj
- patogen navodi infekci, rozmnoZzuje se, ale je hostitelem kontrolovan a posléze eliminovan

Dalsi moznosti je definice odolnosti podle urc€itych kritérii, napt. absence nebo urcity titr
protilatek, detekovatelnost patogenu ve tkénich, délka inkuba¢ni doby, absence klinickych
priznaka atp. Naptiklad v tad¢é praci o zapadonilské horeéce se povazuje vyskyt pouze
nespecifickych klinickych pfiznaki za rezistenci a az vyskyt neurologickych ptiznaka
meningoencefalitidy je zndmka vnimavosti. U parazitarnich infekci mize byt kritériem pocet
parazitd v krvi (trypanosomidzy) nebo ve vykalech (protozodrni cysty, vajicka helmint).

Stav odolnosti souvisi se stavem tolerance k infekcim, ktery je definovan jako schopnost
hostitele omezit dopad urcité patogenni zatéze na jeho zdravi, produktivitu a celkové fitness.
Stav tolerance je vétSinou vysledek pusobeni jinych mechanizmii nez stav odolnosti, ktery
souvisi s aktivni redukci patogenni zatéze (napf. sniZeni poctu paraziti nebo vyluovani
toxickych latek), a mtize byt rovnéz predmétem selekce.

Vysledek interakce hostitel — patogen je tedy jev, ktery vykazuje zna¢nou variabilitu a studium
této variability (v rezistenci nebo vnimavosti) u infekénich onemocnéni u zvitat ¢i u lidi je
jednim ze zékladnich krokid k pochopeni patogeneze téchto onemocnéni a zéklad pro vyvoj

efektivnich terapeutickych postupti.

9.3.2 Typy variability v rezistenci k nemocem

Variabilitu v rezistenci k onemocnénim muizeme u zvifat obecné sledovat na tfech urovnich:

mezidruhova — jedna se o rozdily v odolnosti mezi riiznymi druhy zvifat. Casto je dana typem
metabolismu nebo absenci pfislusnych receptorti u srovnavaného druhu. Tyto mechanizmy
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tvofi tzv. mezidruhovou bariéru. Napiiklad nestabilni télesna teplota a odliSny zptisob
termoregulace jsou podstatou odolnosti plazii viici nékterym infekcim savcil (vzteklina aj.).
Nekteré infekéni patogeny, jako tieba chfipkové viry nebo virus psinky vSak dokazi

mezidruhovou bariéru piekonat a jsou schopny infikovat rtizné, i neptibuzné druhy zvifat.

meziplemenna — pozorujeme rozdily ve vnimavosti €i rezistenci mezi jednotlivymi plemeny
stejného druhu. Plemenna rezistence byla zaznamenana u reakce na nékteré infekéni patogeny
1 na fadu neptiznivych faktort prostiedi. Pfikladem mohou byt plemena skotu, ktera jsou odolna
vic¢i vysokym teplotam prostfedi (Zebu, Brahmansky skot) nebo trypanosomam (N'Dama).
Plemeno Pottok u koni je zase znamé pro odolnost vici piroplaméze a u ovci zname plemena
odolna vuci infekci parazity Haemonchus contortus. Existence meziplemenné variability je
dokladem genetického zalozeni odolnosti a vnimavosti k danému onemocnéni a dikazem o

moznostech na ni Slechtit.

individualni - kdyz bychom sledovali stfetnuti hostitelské populace urc¢itého plemene s urcitym
typem patogenu, v§imneme si, ze kazdy jedinec bude reagovat trochu jinak. Najdeme jedince
velmi odolné, potom fadu jedinct primérné odolnych a déle jedince vnimavé i velmi vnimavé.
Vysledek interakce hostitele s patogenem je tedy i v ramci populace jednoho plemene variabilni
a vykazuje rozlozeni jako ostatni kvantitativni znaky. Na piikladu na obrazku 11 mizeme
sledovat vysledek interakce mezi virem zapadonilské horecky a hostitelskou populaci koni

v endemické oblasti vyskytu tohoto onemocnéni.
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Obr. 11: Vysledek setkani modelové populace koni ¢itajici celkem 100 zvifat s virem WNV.
osa X — pozorované fenotypové kategorie, osa Y - pocty zvifat v jednotlivych kategoriich
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Rezistence k onemocnénim je komplexni znak. Vzhledem k existenci vnitrodruhové variability
(na urovni jedince a dale také na Grovni plemen) mizeme piredpokladat, ze jednou z pficin
pozorované variability jsou faktory genetické, tedy geneticka variabilita mezi jedinci a
plemeny téhoz druhu. Riuzné genetické zalozeni pro zékladni stavebni a funkéni jednotky
imunitnich i neimunitnich mechanizmt obrany tak pfispiva k pozorované variabilité¢ ve
vnimavosti a odolnosti k nemocem u zvifat a ma prakticky vyznam pro selekci a Slechténi.
Dalsimi faktory jsou pak environmentalni pii¢iny, interakce genotypu s prostiedim a variabilita
patogent. Environmentalni pfiiny pfispivaji zejména k variabilit¢ individudlni, zatimco

variabilita v rezistenci na Grovni plemen a druhd je dana pfevazné geneticky.

V ramci vnitrodruhové variability v rezistenci k onemocnénim rozeznavame jesté rezistenci

obecnou a specifickou.

- Obecna rezistence poskytuje svym nositelim celkoveé vyssi odolnost viici patogentim i
vliviim prostiedi, je zaloZzena multifaktoridlné (tedy podili se na ni fada genit malého a
velkého ucinku, to v§e modifikovano interakci s prostiedim) a mé proto relativné nizkou
heritabilitu. Pfesto uz stfedovéci chovatelé polozili zdklady Slechténi na obecnou
rezistenci, kdyz do chovll upfednostiovali jedince s tzv. silnou konstituci, zatimco
jedinci se slabou konstituci, tedy obecné vnimavi, byli vyfazovani.

- specificka rezistence oznacuje odolnost vii¢i jednomu konkrétnimu patogenu nebo
skupiné patogend. Je to ddno mechanizmem, prostfednictvim kterého se tato rezistence
uplatiiuje, a vétSinou plati, Ze mechanizmy rezistence nejsou stejné jako mechanizmy
vnimavosti. Heritabilita specifické rezistence je fddoveé vySsi neZ u obecné rezistence a
v nékterych piipadech miize byt dédi¢nost az jednoduSe monogenni (napf. rezistence
k malarii prostfednictvim mutace v genu pro beta podjednotku hemoglobinu u lidi,
rezistence K prijmovym onemocnénim vyvolanym F4 kmeny Escherichia colli u
novorozenych selat, vnimavost k infekci virem zapadonilské horecky u nékterych

kmenti laboratornich mysi).
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9.4 Indikace k vyuziti rezistence ve Slechténi domacich zvirat

Moznosti kontroly zdravotniho stavu zvitat zahrnuji zajisténi prostfedi chovu, které odpovida
fyziologickym narokiim dané¢ho druhu a plemene, odpovidajici hygienu prostiedi véetné
desinfek¢nich, desinsekénich a deratizacnich programti a 1écbu medikamenty. U infek¢nich
onemocnéni se dale realizuji vakcinacni a eradikacni programy, kontrola Sifeni vektort,
pravidelné depistaze v pfirodnich ohniscich nebo systémy vcasné vystrahy. Dal$i moznosti
kontroly pfedstavuje cilend selekce piirozen¢ rezistentnich nebo naopak vyhledadvani a
vyfazovani geneticky mimofadné vnimavych jedinci v chovech zvifat, identifikace
genetickych mechanizmu rezistence a hledani vhodnych biologickych markert, které by selekci
na rezistenci umoznily na molekularni Grovni bez nutnosti piedchoziho kontaktu s patogenem

(viz. kapitoly Zaklady genomiky, Zaklady genetiky $lechténi).

Piredpokladem pro vyuziti rezistence (nebo vnimavosti) ve Slechténi je splnéni nasledujicich

podminek:

~ ™

a) Jiné metody nelze pouzit nebo nejsou dostate¢né ucinné (napt. nelze zabranit Sifeni

vektord, 1écba farmaky neni dostate¢né ucinnd, chybéjici moznosti vakcinace atd.)

b) Existence dostate¢né variability — v populaci se musi vyskytovat zadouci i nezadouci
varianty znaku, tedy jedinci, ktefi jsou dostate¢né rozdilné vnimavi i odolni (ptipadné

mén¢ a vice odolni), aby bylo mozné provadét efektivni selekci vhodnych variant

c) Nezavislost na rezistenci k jinym onemocnénim nebo na uzitkovych vlastnostech —
vzhledem K pleiotropnimu U¢inku genl, vazbé vloh a vzajemné provazanosti
fyziologickych pochodii v organismu casto pozorujeme korelaci mezi odolnosti vici
specifickym patogenim a jinymi znaky. Tato korelace je z hlediska Slechténi Casto
nezadouci - u skotu byla napt. prokdzana negativni korelace mezi odolnosti k mastitidé
a produkci mléka, u driibezZe je zase odolnost k aviarni leukodze spojena s nizsi produkei

vajec

d) Ekonomicka efektivita — §lechténi na odolnost je proces naro¢ny ¢asove, organizacné
1 finan¢né, a proto musi byt pro chovatele rentabilni. Naklady na selekéni program
nemohou ptevySovat ztraty zplisobené danou nemoci. Vyjimkou jsou situace jako je

ohroZzeni vefejného zdravi, napiiklad v ptipadé prionovyh chorob.
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9.5 Priklady vyuziti rezistence ve Slechténi u domacich zvirat

9.5.1 Mastitidy u skotu

Mastitida je zdnétlivé onemocnéni mlécné z1azy infekéniho ptivodu. Kvalita mléka pfi mastitidé
klesa — kromé zmén ve slozeni mléka pozorujeme i ndrast poctu patogennich mikroorganismt
v mléce a piedev§im stoupa pocet somatickych bunék (SCS) v mléce — epitelii a zejména
leukocytl. Ztraty zptisobené poklesem kvality mléka mohou byt enormni a selekce na rezistenci
vici mastitiddm je dnes béznou soucasti Slechténi u skotu, a to navzdory prokazané negativni
korelaci mezi odolnosti k mastitidam a vysi produkce mléka. Kromé selekce na SCS a
morfologické vlastnosti vemene (viz kapitola Dédi¢né poruchy zdravi ovliviiujici kvalitu
zivocisnych produkti) se u matek bykd se sleduje vyskyt mastitidy u piedkt a u byka vyskyt

mastitid u dcer.

9.5.2 Scrapie

Scrapie u ovci je onemocnéni typu transmisivni spongiformni encefalopatie (TSE). Postizené
ovce vykazuji poruchy senzorickych vjemil a ataxii, pozdéji se rozviji poruchy chovani,
anorexie, letargie a béhem nékolika mésict dochazi k thynu. Onemocnéni je znacné nakazliveé,
piestoze zde nenajdeme klasického infekéniho plivodce. V soucasné dob¢ pievazuje nazor, ze
etiopatogeneze spociva v hromadéni nedegradovatelné formy prionového proteinu v nervovych
tkanich. Priony jsou proteiny télu vlastni, které jsou béZné€ exprimovany v nervovych buiikach,
kde souvisi s pfenosem vzruchu na synaptickych membranach. Prionovy protein (PrP) bézné
zaujima prostorovou konformaci, kde pievazuje struktura typu o-helix (Sroubovice). Za
urcitych okolnosti dochazi ke zméné tohoto uspotradani a PrP zaujme konformaci s pfevahou
typu B-skladany list. Tato forma proteinu — PrPsc, scrapie forma —je biologicky neodbouratelna,
hromadi se ve form¢ amyloidu podobnych plakli v okoli nervovych bunék a narusuje jejich
funkci. Ke zmén¢ konformace dochazi po kontaktu mezi normalnim PrP a PrPsc, kdy PrPsc
slouzi jako matrix a indukuje strukturni zmény u PrP. Tato forma scrapie se oznacuje jako
ziskana a je nejb&zné&jsi, avsak existuji i ptipady spontanniho presmyku. Nachylnost PrP ke
zméné konformace, tedy pravdépodobnost pfesmyku na PrPsc, je ddna primarni strukturou

proteinu, tedy jeho aminokyselinovou sekvenci. U ovci jsou klicové 136., 154. a 171.
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aminokyselina peptidu. Za nejvice rezistentni se povazuje kombinace ARR (alanin, arginin,
arginin), za nejvice vnimavou kombinace VRQ (valin, arginin, glutamin). Aminokyselinova
sekvence PrP je ddna geneticky. Gen pro PrP je polymorfni a mé fadu alel, které kdduji rtizné
zastoupeni aminokyselin ve zminénych kritickych mistech. V souc¢asné dob¢ probiha u ovci
v CR intenzivni selekce a nositelé nejvnimavéjsich genotypti jsou vyfazovani z chovu.
Motivem je obava z mozného pienosu prionti na ¢lovéka spise nez ekonomické dusledky

vyskytu onemocnéni v CR

9.5.3 Stresovy syndrom prasat

Stresovy syndrom prasat (PSS) je autosomalné recesivni onemocnéni zptisobené mutaci v genu
RYR (viz kapitola Dédi¢né poruchy zdravi ovlivigjici kvalitu zivo¢iSnych produktt). Ztraty
zpusobené Uhyny nebo nizkou kvalitou masa u recesivnich homozygoti vedly k zavedeni

povinného testovani plemennych zvifat a vyfazovani heterozygota (ptedevs§im kancii) z chovu.

vvvvvv

9.1.1. Markova choroba

Markova choroba je herpesvirové onemocnéni dritbeze. V aktivni fazi virus indukuje tvorbu T-
lymfomu ve formé perineurdlnich infiltratd ptredevsim u perifernich nervi, s ¢imz souvisi
klinické ptfiznaky — paralyza koncetin i bréanice, dilatace zornic, postiZzeni vnitinich organi
v disledku infiltrace nadorovymi buitkami. Genetick4 rezistence vii¢i Markové chorobé& byla u
driibeZe intenzivné studovana, pficemz bylo prokdzano, Ze efektivita rezistentniho genotypu se
vyrovnd vakcinaci (rezistentni linie mély stejnou bazéalni mortalitu jako vakcinované chovy).
Nejlepsich vysledkli (nejniz§i umrtnosti) bylo dosaZzeno vakcinaci rezistentnich linii. Za
rezistentni genotyp je povazovan haplotyp B21 komplexu MHC, zatimco haplotyp B19 je velmi
vnimavy. Pravdépodobnym mechanizmem je riizna schopnost prezentace virovych antigent a
jejich rozpoznévani imunitnim systémem. Na zakladé téchto poznatkl byly vySlechtény linie

slepic odolné k Markové chorobé.
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10. Imunogenomika a imunogenetika

S pojmem imunogenetika se miizeme v literatute setkat ve dvou odlisnych vyznamech. Tradic¢ni
(historické) pojeti se tykd problematiky krevnich skupin u zvifat, zatimco soucasné pojeti
predstavuje studium genetiky imunitni odpovédi. S tim souvisi také vyuziti modernich metod

umoziujicich analyzu velkého poctu genti podminujicich imunitni odpovéd’ — imunogenomika.

10.1 Historie: genetika krevnich skupin

V minulosti pfedstavovala moznost typizace vétSiho mnozstvi antigenti krevnich skupin u
zvitfat vyznamny posun ve schopnosti popsat individualni proménlivost (v ramci druhu,
plemene, chovu). Spolu s biochemickymi polymorfizmy tvofila soubor prvotnich markert, se
kterymi mohla genetickd analyza pracovat. Byly tak popsany vztahy vazby nebo asociace mezi
lokusem krevni skupiny a lokusem pro studovany znak (fenotyp), i kdyz povaha a lokalizace

téchto lokust (genil) v genomu nebyla zndma.

Podrobny piehled krevné skupinovych systému u zvitat uvadi ucebnice imunologie. Zmifime

alespon obecné principy.

Studium krevnich skupin u zvifat historicky souvisi s objevem krevnich skupin u lidi (1901 -
Landsteiner, 1907 - Jansky) tj. schopnosti krevniho séra nékterych osob shlukovat (aglutinace)
erytrocyty nékterych jinych osob. Jakmile byla dokdzana dédi¢nd podminénost individualnich
rozdila (systém ABO), obdobné souvislosti se zacaly hledat i u hospodaiskych zvitat. Zpocatku
bylo pomoci normalnich sér objeveno nékolik krevnich skupin (zejména analogickych
lidskému systému ABO), ale s ohledem na vzacny vyskyt pfirozenych protilatek viici krevnim
skupinam u zvifat se pristoupilo k pokustiim s imunizaci jedinct erytrocyty jiného jedince a
piipravou testovacich (imunnich) sér. S jejich pomoci byly postupné definovany razné
specificity na povrchu erytrocytli, které v zavislosti na zZivo¢isSném druhu dosahuji poctu az
desitek rozdilnych antigennich faktorii. Dnes tak rozeznavame faktory krevnich skupin
(antigeny), které piedstavuji jednotlivé epitopy molekul na povrchu erytrocyti. Mizou byt

jednoduché, tj. jeden antigen charakterizuje pfislusnou molekulu (krevni skupinu) a je
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podminén alelou daného genu, nebo komplexni, tj. skupina antigenii se mize vyskytovat
vV riznych kombinacich v rdmci piislusné molekuly a specifickd kombinace tvoii tzv.
fenoskupinu, ktera se prenasi na potomstvo jako celek (alela daného genu). Imunogenetickou
analyzou potomstva mnoha kiizeni byly objasnény vztahy mezi riznymi antigeny, které byly
rozdélené do skupin na sob¢ nezavislych faktorii jako produktii jednoho lokusu (genu) nebo
skupiny lokusii v tésné vazbé. Systém krevnich skupin tak oznacuje soubor erytrocytarnich
aloantigenu (1isi se mezi ptislusniky stejného zivoc¢isného druhu), které jsou podminéné alelami
daného genu (nebo gent v té€sné vazbe€), a oznacujeme ho velkym pismenem (ptipadné dvojici
pismen). Jednotlivé faktory (antigeny) jsou znaceny malym pismenem za odpovidajicim
oznacenim systému, do kterého jsou fazeny (u skotu se znaci jako indexy velkého pismena). U
zvitat, napft. skot (11), ovce (9), prase (16), kun (8), pes (12), kralik (6) a kur (15), byl popsan
rozdilny pocet systémil krevnich skupin. Nekteré jsou jednodussi (bialelické) a maji pouze alelu
podminujici dany antigen a alelu podminujici produkt, vic¢i kterému nemame protilatku, nebo
dvé rozdilné alely kodujici dva antigeny zjistitelné sérologicky. Mnohé systémy vsak vykazuji
V populaci druhu vyskyt mensiho poctu rozdilnych antigenti (alelickd série) a nékteré dokonce
az stovky fenoskupin (multialelické). Aloantigeny se vyznacuji kodominantni dédi¢nosti, tj. u
heterozygota jsou pfitomny produkty obou alel a ve vétSin€ systémil krevnich skupin jde
z fenotypu jedince (zjisténého sérologicky) odvodit ptimo jeho genotyp. Ziidka se vyskytuje
vztah dominance/recesivita a to zejména v A0 systému prasete, RO systému ovci a J systému
skotu, které jsou homologni ABO systému u lidi.

Z pohledu praktického vyuziti se charakterizace krevnich skupin nelisi od jinych typl
polymorfizmi, zalezi vSak na rozsahu variability a dostupnosti sér (protilatek). V ramci
genetiky se uplatiuje pii identifikaci jedincti a kontrole plivodu zvitat zejména kvuli své
vétSi/mensi schopnosti vyloucit rodicovstvi, nebo pfi charakterizaci populaci zvifat (genova
skladba plemen a linii hospodatskych zvifat, ohrozenych populaci atd.) a jejich genetickych
vzdalenosti, ptipadné pfii selekci v chovech jako dalsi skupina markerti. S rozvojem poznani
polymorfizmu DNA a metod jeho stanoveni v genomu zvifete doslo postupné k omezeni
typizace krevnich skupin pro tyto ucely. Své uplatnéni si zachovava pii ur€ovani chimérismu
erytrocytll u dvojcat rizného pohlavi u skotu a dalSich domacich ptrezvykavcet, ktery vznika
diisledkem placentarnich anastoméz mezi dvéma plody a je u téchto druhli hojny (80-90%
dvojcat), a taktéz v imunologické problematice transfuze krve u zvifat (pes, kocka) nebo
onemocnéni v disledku inkompatibilniho vztahu matka-plod. Ten vede k rozvoji neonatalni
izoerytrolyzy u koni (pst, kocek, v malé mife u prasat) po napiti mleziva novorozenym

mladétem a prostupu protilatek viic¢i antigenu krevni skupiny do jeho krevniho feciste.
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10.2 Genetické Fizeni imunitni odpovédi, imunogenom

Imunitni odpovéd’ jako celek je mimotadné komplikovany jev, kterého se ucastni rizné
proteinové faktory (naptf. komplementova kaskada, protilatky, cytokinova sit’) a mnohé
populace bunék (napft. fagocyty, antigen prezentujici bunky, plazmatické bunky, T lymfocyty,
NK buiiky). Vznik a diferenciace téchto bunéénych populaci predstavuje jeden stupen fizeni a
jejich vzajemné interakce dalsi stupen v fizeni pribehu imunitni odpovédi.

Imunita jako fyziologicky d&j organismu je z pohledu klasické genetiky znakem komplexnim
tj. na jeho utvareni se podili jednak vnéjsi prosttedi (patogeny, paraziti, toxiny, ionizujici zafeni
atd.) a vnitini prostfedi organismu (aktualni zdravotni stav, imunokompetence, imunosuprese),
ale také mnoho genii v genomu daného organismu, které pfispivaji rozdilnou mirou k variabilité
tohoto znaku v populaci.

Aby bylo mozné studovat polygenni genetické zaloZeni imunity, je Casta snaha postihnout
alespon urcité slozky imunity vyjadiené jako kvantitativni znak. Jednou z prvnich cest byly
selek¢ni experimenty s liniemi laboratornich mysi. V roce 1972 Guido Biozzi pomoci selekce
na populacich Svycarské albinotické mysi ziskal kmeny laboratornich mysi, které vykazovaly
vysokou urovenn (ABH kmeny) nebo nizkou trovenn (ABL kmeny) protilatkové odpovédi na
definované antigeny. Analyzou potomstva riznych typi kiizeni mezi t€émito kmeny odhalil
polygenni zalozeni znaku titr protilatek viici ov€im erytrocytim jako antigenu a taktéz odhadnul
heritabilitu tohoto znaku. Pozd¢ji bylo zjisténo, ze kromé gend asociovanych s hlavnim
histokompatibilitnim komplexem (u mysi H-2) se na tvorbé tohoto znaku ucastni na riznych
chromozomech jest¢ minimalné Sest lokust, které maji postfehnutelny vliv v ramci klasické
genetické analyzy.

V soucasnosti se odhaduje, ze fadove 1000 genti z 20 000 kodujicich proteiny v savéim genomu
se pfimo podili na imunitni odpovédi, a spolu s geny pro mnohé dosud ¢asto nezndmé typy
RNA (miRNA, IncRNA) tvoti soubor sekvenci regulujici tvorbu slozek imunitni odpovédi —
imunogenom. U konkrétniho zivo¢isného druhu pak imunogenom jako funkéni celek vykazuje
znaky diverzifikujici a purifikujici selekce ve svych genech. Vznik a rozriiznéni alel
(diverzifikujici selekce) je dulezité pro geny imunitni odpovédi (IR geny), které slouzi k
postizeni variability patogenti v mechanizmech specifické imunity - tzv. IR geny typu I. Naopak
piisné zachovani funkci a omezeni poctu alel (purifikujici selekce) je typické u genli receptort
(pro napft. adhezni molekuly, protilatky, cytokiny) a pro mnohé geny jakozto sloZky signalnich,

efektorovych a regulacnich drah imunitniho systému - tzv. IR geny typu II.
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10.2.1 IR geny typu |

IR geny typu | zahrnuji dvé dilezité skupiny genl vyrovnavajici se s variabilitou patogenti
Vv prostiedi. Jsou to geny mechanizmi jednak antigenni prezentace (hlavni histokompatibilitni
komplex - MHC), jednak antigenni rekognice (receptor T-lymfocytl, receptor B-lymfocytu).
MHC geny jsou charakteristické svou dédi¢né zaloZenou variabilitou, kterd na urovni
populace druhu hospodarskych zvitat byva Siroka (mnozstvi alel pro jednotlivé MHC geny) a
na urovni jedince vede obycejné k heterozygotnimu stavu (dvé odlisné alely) ve vétsing lokust.
Zdédéna variabilita tak definuje repertodr antigennich peptidd, které je dany jedinec schopen
prezentovat imunitnimu systému a nasledné pak rozpoznat a piipadné likvidovat.

Naproti tomu schopnost rozpoznat obrovské mnozstvi antigennich variant se vytvari az za
zivota diky zménam v genech kodujicich receptory pro antigen. Geny pro receptor T-lymfocyta
(TCR) a receptor B-lymfocyti (BCR) jsou charakteristické obrovskou variabilitou mezi
jednotlivymi klony lymfocytid v rdmeci jedince, které bylo dosazeno v pritbéhu diferenciace
lymfocytl (pfed kontaktem s antigenem) rekombinaci genovych segmentt za tvorby funkéniho
genu a pomoci somatickych hypermutaci (afinitni maturace po kontaktu s antigenem).

Dalsi skupinou genti, které se potykaji s variabilitou patogent ale v ramci pfirozené imunity,
jsou toll-like receptory (TLR) a n€které receptory NK bunék. Ty jsou zaméfeny na rozpoznani
konzervovanych epitopt (patogen assosiated molecular patterns — PAMPs). TLR miZzou
rozeznavat slozky bakterii nebo vird napft. lipopolysacharid, peptidoglykan, nemetylovanou
DNA, virovou dsRNA atd. Jiné receptory na NK bunkach naopak rozeznavaji MHC molekuly
pfi interakci bunck za Gcelem kontroly, zda se jedna o télu vlastni zdravou/nemocnou buniku
nebo cizorodou buniku. Gent pro tyto receptory miZe byt v genomu individudlné rozdilny pocet

a jejich variabilita do jisté miry odrazi variabilitut MHC gend.

10.2.2 IR geny typu Il

IR geny typu Il pfedstavuji riznorodou skupinu genii (pro signalni dréhy, cytokiny a jejich
receptory atd.), jejichz variabilita byva porovnatelna s jinymi funkén€ vyznamnymi geny
Vv organismu a fadové piedstavuje existenci jednotek rozdilnych funkénich sekvenci v populaci
druhu (typicky 1 az 3 proteinové sekvence). V ramci konkrétniho genu muze v populaci
existovat vetsi mnozstvi polymorfnich pozic (napf. typu jednonukleotidovych zamén — SNP),

ale jejich podil v kodujici nebo regulaéni oblasti genu vuci intronovym sekvencim je zpravidla

103



velmi nizky. Mohou vSak ovlivnit Groveil nebo misto/Cas transkripce genu nebo aktivitu jeho

proteinového produktu.

10.3 Geny imunitni odpovédi a nemoci

Z hlediska formalni genetiky rozdélujeme mutace v IR genech s ohledem na jejich klinicky

projev na mutace velkého a malého G¢inku.

Mutace velkého tcinku — jedna se o poruchy genti na riznych trovnich imunitniho systému,
a Vv zavislosti na postaveni proteinu v diferenciaci bun¢k nebo v jejich funkcich mohou vznikat
primarni imunodeficience (PID) postihujici jak bunéénou tak humoralni slozku (kombinované
imunodeficience) nebo jen nckteré slozky imunitni odpovédi (defekt T-lymfocytt, B-

lymfocytt, defekt protilatkové odpovédi, fagocytdzy, komplementu atd.).

Mutace malého ucinku — jedna se na jedné strané o mutace gend, které se neprojevi klinicky
diky existenci zaloznich mechanizma imunitni odpovédi anebo diky jejich podprahovému
ucinku v daném genomu. Hromadénim téchto mutaci nejcastéji ve formé SNP se pak
Vv konkrétnim genomu zvySuje mira jejich vlivu na obranné mechanizmy a odolnost/vnimavost

k nemocem, které se pak na rozdil od pfechoziho typu dédi jako komplexni znak.

U domaécich ¢ hospodarskych zvifat bylo popsanych pomérné malo primarnich
imunodeficienci, ¢aste¢né kvuli sporadickému vyskytu a ¢asteéné kvili brzkému uhynu na
infekéni choroby. Mezi onemocnéni s prokdzanou molekularni podstatou patii tézka
kombinovana imunodeficience (SCID) u koni arabského plivodu s autozomalné recesivnim
deficitem DNA -zavislé proteinkinazy (DNA-PK p350 podjednotky). Vyskyt mize dosahovat
relativné vysoké frekvence v zavislosti na poctu heterozygotnich nositelt mutace v populaci
koni. Podobné byl detekovan deficit DNA-zavislé proteinkinazy pii SCID u psii plemene Jack
Russel. Obdobné onemocnéni popsané u psu je t€zka kombinovana imunodeficience s vazbou
na pohlavni X chromozom (X-SCID) zplisobena mutaci genu pro receptor interleukinu 2 (IL-
2R), u plemene baset se jedna o deleci 4 nukleotidii a u welsh corgi o inzerci jednoho nukleotidu.
Deficience adherence leukocytti — LAD syndrom byla popsana u skotu (BLAD) a psu (CLAD),
pfi¢emz se jedna o poruchu fagocytdzy vyvolanou neschopnosti neutrofilii migrovat z krevniho

feCisté do mista zdnétu. U skotu holstynského plemene se jedna o bodovou mutaci genu pro
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adhezivni molekulu CD18 (gen IGTB2), u pst plemene irsky setr rovnéz o bodovou mutaci
stejného genu. Porucha degranulace lyzozomt, Chédiakiv-Higashiho syndrom, byla popsana
u skotu vicero plemen, u japonského cerného skotu byla identifikovana bodova mutace v genu
LYST (lysosomal trafficking regulator). Naopak s rozvojem imunologie pfibyva poznatki o
mozné ucasti mutaci v IR genech u cCastéjSich poruch imunity spojenych s autoimunitnimi
chorobami, alergiemi a vznikem nadort. Taktéz vznik a pribéh riznych infekénich onemocnéni
¢i odpovidavost na antigenni podnét (vakciny) mohou byt ovlivnény nékterymi polymorfizmy

IR geni.

10.4 Vyuziti imunogenetiky ve veterinarni mediciné

Imunogenetika poskytuje metody identifikace primarnich imunodeficienci uréenim kausalnich
mutaci a vypracovanim diagnostickych metod pro odhaleni heterozygotnich nositelti této
mutace (napt. BLAD).

Umoziuje odhalovat podstatu vnimavosti k ur¢itym typiim onemocnéni a vypracovat metodiky
jeji detekce pomoci molekularnich markerti nabizenych jako komercni testy (napft. lentivirova
infekce ovci). V oblasti vakcinologie se snazi identifikovat genotypy asociované se slabou

odpovédi na vyznamné antigeny.
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11. Farmakogenomika a farmakogenetika

11.1 Uvod

Vyznam genetické proménlivosti pro adaptaci a vyvoj zivych organismui je obecné¢ znam.
Z jinych kapitol tohoto textu je také ziejmy jeji vyznam pro zdravi domacich zvitat. V tomto
kontextu je tieba zdlraznit, ze krom¢ individualni variability v reakci na riizné patogenni noxy,
existuje také pfirozena, geneticky podminénd, individualni proménlivost v reakci na rGzné
chemické latky vyskytujici se v prostiedi, véetné napiiklad mutagent a 1é¢iv.

Vzhledem Kk jejich vyznamu, zptsobu a intenzité pouzivani byla a je nejvétsi pozornost
vénovana variabilit€ v reakci na lé¢iva a moznostem jejiho vyuziti v klinické praxi u lidi 1 u
zvitat. Tato variabilita se projevuje jak kvantitativné (efekt davky), tak kvalitativné (vznik
nezédoucich ucinkd). Konecnym cilem studia individudlnich rozdild v reakci na 1éCiva je
individualizace farmakoterapie jako soucast SirSiho konceptu tzv. personalizované mediciny.
Personalizovand medicina nebo v posledni dobé Casto pouZzivany termin precizni medicina
(,,precision medicine®) je definovéana jako vyuziti genetickych a jinych znalosti o konkrétnim
pacientovi s cilem piedpovidat jeho rizika nemocnéni, stanovit co nejptresnéjsi prognozu vyvoje
konkrétni nemoci a pfedpoveédet co nejpiesnéji jeho reakce na terapii v jeho konkrétni situaci.
Z této definice je patrno, Ze praktické vyuZiti poznatki o variabilité v reakci na 1éc¢iva uzce
souvisi s dal$imi aspekty genetiky zdravotniho stavu, které jsou popsany v jinych ¢astech
tohoto ucebniho textu.

Koncept personalizované mediciny je v soucasné dob¢ aktudlnim tématem humanni mediciny,
ale prvni poznatky a aplikace se objevily 1 V mediciné veterinarni, zejména u spolecenskych
druhti domécich zvifat, u kterych ma individudlni pfistup vétsi vyznam neZ zdravi populace,
respektive stada, jak je tomu u hospodarskych zvitat. Cilem této kapitoly je seznamit studenty
veterinarni mediciny S obecnymi principy farmakogenetiky/farmakogenomiky a s jejich

aktualnim vyuzitim u domécich zvifat.
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11.2 Terminologie a definice

Terminologie vztahujici se k individualni variabilit¢ v reakci na léCiva a sni souvisejici
klinické aplikace se vyvijela v Case a je tudiz pouzivana nejednotné.

Farmakogenetika byla v mediciné¢ ptivodné definovana jako véda o individualni genetické
proménlivosti v reakci na léciva. Termin farmakogenomika se zacal pouzivat v souvislosti
S poznanim lidského genomu a s rozvojem genomickych technik. Vztahoval se puvodné
K vyuziti genomickych pristupii k vyvoji novych léciv, zejména na Grovni genové exprese.
Protoze genomické ptistupy byly postupné uspésné vyuzity i ke studiu individudlni variability
reakce na léCiva, tj. pro ucCely farmakogenetiky, pouzivd se v soucasné dob¢ termin
farmakogenomika i v této souvislosti. S cilem vyhnout se terminologickym diskusim na toto
téma se pouziva ,univerzalni zkratka ,,PGX‘“ zahrnujici soucasné oba terminy. V tomto
ucebnim textu budeme z didaktickych divodu pfi konkrétnim popisu problematiky rozliSovat

mezi farmakogenetikou a farmakogenomikou v ptivodnim vyznamu obou termind.

11.3 Geneticka podstata individualni proménlivosti v reakci na léciva:

farmakogenetika

Variability v reakci na 1é¢iva si lidé v§imli ihned, jak je zacali pouzivat. Jeji vysvétleni nabidl
jako prvni A. E. Garrod, ktery se zabyval lidskymi metabolickymi poruchami, zejména
alkaptonurii. V této souvislosti vyslovil pfedpoklad, Ze pti¢inou odchylnych reakci na 1é¢iva
jsou vrozené rozdily v biochemickych reakcich jednotlivych pacienti. Teprve v poloviné
dvacatého stoleti se vSak tento jev zacal zkoumat systematicky a postupné byla odhalena jeho
podstata.

Na molekularni Grovni je pfi¢inou genetické variability v reakci na 1éciva polymorfizmus DNA,
nejcastéji jednonukleotidové polymorfizmy (SNP). Logicky se jedna o polymorfizmy v genech,
jejichz funkce se uplatni v osudu 1é¢iva po jeho vpraveni do zivého organismu, tj. v procesu
biotransformace 1éciva. Pro lepSi ndzornost lze tuto proménlivost rozdélit do Etyf skupin
odrazejicich cestu l1é¢iva k jeho cilové molekule, jeho interakci s touto molekulou/molekulami

a jeho ucinek na konkrétni organismus.
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1. Farmakokineticka variabilita (cesta k cili v prostiedi konkrétniho organismu)

Je zpusobena polymorfizmy v genech ovliviijicich absorpci, distribuci, metabolismus a
eliminaci 1éCiv (princip ADME), a tudiz i kvalitu anebo kvantitu jejich u¢inku. NejzndméjSimi
a typickymi ptiklady jsou geny kodujici transportérové proteiny efluxové pumpy a podjednotky

komplexu cytochromu P450, ktery hraje kliCovou tlohu v prvni fazi metabolismu 1é¢iv.

2. Farmakodynamicka variabilita (interakce s cilovou molekulou/molekulami)

Je zptsobena polymorfizmy v genech kédujicich molekuly, na které 1é¢ivo cili (napf. receptory,
specifické intracelularni enzymy apod.), ¢imz vznikd proménlivost v individuélni reakci na
pritomnost téhoz 1é¢iva i davky. Piikladem je lidsky gen VKORCL, ktery koduje podjednotku
1 vitamin K epoxid reduktazového komplexu, coz je transmembranovy protein. Jeho
polymorfizmus je podstatnou pfi¢inou individualni variability reakce na velikost davky
antagonistd vitaminu K (napf. warfarinu), které se v huménni medicin€ pouzivaji jako perordlni

antikoagulancia.

3. ,,On-target* variabilita (vlastni ucinek v konkrétnim organismu)

Je zpusobena polymorfizmy v genech kodujicich proteiny zapojené ve vlastnich Géincich 1é¢iva
na organismus, napiiklad transkripéni faktory, signdlni molekuly nebo drdhy bunécného
metabolismu. Piikladem je lidsky gen LDLR, kodujici receptor pro ,,low-density lipoprotein.

Jeho variabilita ovliviiuje reakci na 1é¢bu statiny u lidské hypercholesterolémie.
4. ,,Off-target* variabilita (neZdadouci ucinek na p¥itomnost lé¢iva v organismu)

Je zptisobena polymorfizmy v genech, které ovliviiuji reakci na ptitomnost 1é¢iva, ktera se vSak
netykd jeho vlastniho lécebného efektu. NejcCasteji se jedna o nezadouci imunitni reakci na
molekulu 1é¢iva a odpovidajici geny. Ptikladem je souvislost polymorfizma hlavniho
histokompatibilitniho komplexu lidi (HLA) s neZzaddoucimi imunitnimi reakcemi

(hypersensitivitou) na celou fadu riznych 1éc¢iv.

11.3.1 Veterinarni farmakogenetika

Poznatky o individudlni genetické proménlivosti v reakci na 1é¢iva jsou u domacich zvitat
prozkouméany a aplikoviny mnohem méné neZ v humanni medicingé. Veterinarni
farmakogenetika je v tomto ohledu nejpokrocilej$i u pst a v mensi mife u jinych druhti, jako

koné, kocky nebo prasata. Domestikace zvitfat a jejich nésledné Slechténi vedlo ke vzniku
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plemen, u nichz doSlo ke genetické fixaci pivodné individualnich rozdilt. Existence
meziplemennych rozdila v ur¢itém znaku byva prvnim indikatorem genetické podstaty dané¢ho

znaku a stimulem k dal$imu vyzkumu individualni variability uvnitf kazdého plemene.

11.3.1.1 Farmakogenetické rozdily mezi plemeny domdcich zviiat

Existuji ojedinélé ptiklady meziplemenné variability v reakci na 1é¢iva naptiklad u skotu, ovci,
prasat, nejlépe je vSak dokumentovana u psich plemen. U skotu byl popsan rozdil ve
farmakokinetickém profilu mezi plemenem Aberdeen Angus a holStynskym skotem po podani
moxidektinu, coz je ve veterinarni medicing Siroce pouzivané anthelmintikum. Pozorované
rozdily mohou byt pfi¢innou pozorované individualni variability klinické Gc¢innosti tohoto
antiparazitika. Rozdily mezi ov¢imi plemeny byly pozorovany ve farmakokinetice a
farmakodynamice reakce na superovulaci pomoci ov¢iho FSH pii produkci embryi, podobné
jako jsou znamy individualni rozdily v reakci na stimulaci FSH u krav — darkyn embryi. U
prasat byly pozorovany meziplemenné rozdily v expresi gent fungujicich v metabolismu
fenbendazolu. U psti byly popsany meziplemenné rozdily v reakci na lé€iva, které Casto s 1éCivy
souviseji druhotné a odréazeji specifické vlastnosti téchto plemen, napiiklad télesnou stavbu,
podil svaloviny a tuku apod. Nékteré z nich vSak souviseji se specifickym metabolismem
urcitych skupin latek. Naptiklad dobrmani jsou citliv§jsi na sulfonamidy, u labradorti bylo
popsano niz§i riziko vzniku gastrointenstindlniho viedu po aplikaci ibuprofenu, naopak u
némeckych ovcaka bylo toto riziko vyssi. Znacné rozdily mezi plemeny pst byly pozorovany

v reakci na anticholinergika (atropin).

11.3.1.2 Individualni farmakogenetické rozdily u domdcich zviiat

1. Geny pro transportérove proteiny

I kdyz doklady o rozdilech mezi plemeny jsou ojedinélé nebo jsou experimentalni povahy,
signalizuji existenci prakticky vyznamné variability uvniti plemen. Polymorfizmus genu
Z rodiny ABC transportért je typickym ptikladem praktického vyznamu farmakogenetiky u psit
a také vztahli mezi individudlni a meziplemennou variabilitou. U kolii a nékterych dalSich
ptibuznych ov¢ackych plemen byla objevena mutace v genu ABCB1 (MDR1), ktery koduje tzv.

P-glykoprotein, fungujici v mechanizmu ochrany sav¢ich bunék pred xenobiotiky. Delece 4
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part bazi vede k predCasnému ukonceni syntézy tohoto proteinu a ztrat¢ jeho funkce.
Vysledkem je neschopnost ochranit buiiky pied vysokymi koncentracemi nekterych 1é¢iv, jako
je ivermektin, doxorubicin nebo jina 1é¢iva. Mutace se pravdépodobné objevila ve Velké
Britanii kolem roku 1800 u spole¢ného predka ovcackych plemen jesté predtim, nez byly
ustaveny specifické plemenné knihy. Z tohoto diivodu se tato mutace vyskytuje specificky u
této skupiny plemen, i kdyz jeji existenci u jinych plemen nelze vyloucit. Protoze uvnitt
kazdého plemene existuje individudlni variabilita, vedle pstt homozygotnich a heterozygotnich
pro tuto deleci existuji zvifata bez mutace. Frekvence nositelit mutace napiiklad u ovcackych
plemen je ptekvapivé vysoka. Jeji prakticky vyznam spociva nejen v jeji vysoké populacni
frekvenci (u dlouhosrstych kolii az ptes 70 %), ale i v tom, ze se tyka vétsi skupiny riznych
1é¢iv (zkratka MDR znamend ,,multi-drug resistence™). K identifikaci nositeld mutace je
komer&né nabizen test DNA. Je nabizen i v CR a veterinarni lékati by méli umét jeho vysledky
pro chovatele korektné interpretovat. Delece dvou part bazi v genu ABCBL1 se stejnym efektem
na P-glykoprotein byla také zjisténa u kocek. Udaje 0 jejich popula¢nich frekvencich a tedy i

praktickém vyznamu vsak chybi.

2. Geny pro enzymy metabolizujici léciva

Individudlni variabilita souvisejici také s meziplemennymi rozdily u psti byla také popsana pro
fadu gentt CYP450 komplexu, napiiklad pro geny CYP1A2, podrodin CYP2B, C a D, NADPH
cytochrome P450 oxidoreduktazy, thiopurin s-methyltransferazy, n-acetyltransferazy, UDP
glukuronyltransferazy, plasmatické esterdzy a dalSich gend. Na rozdil od genu MDR1 neni
klinicky vyznam téchto polymorfizmt jednoznaéné dolozen a genetické testovani se u nich

bézné neprovadi.

3. Ostatni ,, farmakogeny *

U veterinarné vyznamnych druhli dosud nebyla popséna farmakodynamicka a ,,on-target®
genetickd variabilita. I kdyz existuje fada ptikladl ,,off-target* idiosynkratickych (individudlné
charakteristickych) reakci na 1éciva u pst a kocek, Casto imunitni povahy, tloha gent MHC
podobna jejich efektu u lidi nebyla studovana. O téchto skupinach gent a jejich polymorfizmu
a o jejich potencidlnim klinickém vyznamu ve veterinarni medicin€ tedy zatim existuje

minimum informaci. Vyjimkou je gen RYR1 ovliviiujici reakci na inhalaéni anestetika
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(syndrom maligni hypertermie) u lidi, prasat a psi, ktery lze zaradit do této kategorie a jehoz

uloha byla u zvitat studovana zejména ve vztahu prase¢imu stresovému syndromu.

11.4 Vyuziti genomickych technik ve vyvoji novych lé¢iv: farmakogenomika

Genomickeé techniky se vyuzivaji k vyvoji, testovani a produkci novych 1é¢iv. Jejich spolecnym
principem je vyuziti poznatkd molekularni biologie a genomiky, tytéz techniky se vSak daji
pouzit k riznym ucelim, genetické i negenctické povahy. ProtoZe je tento jejich spolecny
princip vysvétlen v jinych pfedmétech studijniho planu veterinarniho l1€kafstvi anebo v jinych

kapitolach tohoto textu, zde pouze stru¢n¢ shrneme jejich vyuziti k vyse uvedenym uceltim.

11.4.1 Detekce farmakogenetické variability

vvvvvvvv

jednonukleotidové polymorfizmy v genech souvisejicich s osudem a u¢inky 1é¢iv v konkrétnim
organismu. K identifikaci téchto SNP a jejich funkéniho vyznamu lze efektivné vyuzit jak
cilenych metod, tj. hledani SNP v kandidatnich genech, tak celogenomovy screening v podobé
GWAS a studia genové exprese na irovni RNA (genové €ipy), pfipadné proteinu (proteomické
techniky). Vysledkem jsou molekularni markery, na zaklad¢é kterych se da predpokladat
individualni reakce na konkrétni 1é€iva nebo jejich skupiny. Kromé jejich praktického vyuziti
Vv personalizované mediciné (naptiklad diagnostika mutaci v genech MDR1 u zvifat nebo RYR
u lidi) mohou byt uzite¢né pro sestaveni vhodnych skupin pacienti pro klinické zkousky nebo

ke studiu mechanizmu U¢inka konkrétnich 1&¢iv.

11.4.2 Vyvoj novych lé¢iv

Tradi¢ni pfistupy k vyvoji novych 1é¢iv jsou zaloZeny na identifikaci a znalosti biologicky
Gginnych chemickych struktur a jejich derivatech. Era genomiky obohatila vyvoj novych 16&iv
o moznost vyuzit jejich metod ke studiu biologickych mechanizmi nemoci a kK vyvoji 1éCiv,
ktera tyto mechanizmy mohou ovlivnit. Pomoci metod na trovni DNA (GWAS) a RNA
(analyza transkriptomu) je mozné studovat rozdily mezi zdravymi a nemocnymi jedinci, je
mozné identifikovat alelické varianty riznych gent a jejich kombinace, které jsou rozdilné

zastoupeny v obou skupinach (GWAS) nebo u kterych dochézi k rozdilné expresi ve zdravych
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a nemocnych tkanich (geny zapnuté nebo vypnuté v disledku chorobného procesu).
Identifikace takovych genli, pozndni jejich interakci s jinymi geny a jejich zapojeni do
genovych drah umoziuje vytipovat potencidlni cile farmakoterapie a hledat molekuly, které je
mohou zadoucim zptsobem ovlivnit. Jakkoli jsou tyto myslenky zdanlivé jednoduché, jejich
realizace je odborn¢ i Casové narocnd, drahd a dosud nepfilis efektivni. Pocet studii, které az
dosud vedly k identifikaci potencialnich cilt terapie a k identifikaci potencialnich novych 1é¢iv
je dnes uz obrovsky, stejné jako mnozstvi takovych molekul. Nicméné pouze malo z nich
vyhovi naro¢nym kritériim uplatnovanym v riznych stadiich vyvoje novych 1é¢iv a jednotky
Z nich projdou do poslednich stadii klinickych zkouSek. Pfesto jsou farmakogenomickeé

pristupy povazovany za perspektivni oblast farmacie.

11.4.3 Vakcinomika

Genomika se efektivné uplatiuje i ve vztahu k produkcei vakein. Lze ji, podobné jako v produkci
1é¢iv, vyuzit ke dvéma uceliim, a to k detekci a diagnostice individudlni variability v odpovédi
na vakcinaci (viz imunogenetika) a k designu a produkci novych typt vakcin. Genomiky se
tedy dnes vyuziva k produkei vakein druhé (geneticky manipulované vakciny) a tfeti (DNA
vakciny) generace vakcin. Komplexni integrace vSech genomickych, proteomickych a
bioinformatickych pfistupi k produkci vakcin, které dosud nebylo mozno z nejriznéjSich

davodu vyvinout, se nékdy shrnuje pod pojem vakcinomika.
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12. Genetika a reprodukce

12.1 Plodnost jako uzitkova vlastnost a jako zdravotni znak

Plodnost je schopnost produkovat zdravé a Zivotaschopné potomstvo v poctu priméfeném pro
dany druh. Obecné je plodnost povazovana za komplexni znak s nizkou heritabilitou (h? = 0,1
- 0,2), do kterého se promitaji vlastnosti zdravi i uzitkovosti. Plisobi zde mnoho genti na mnoha
chromozomech a v riznych kombinacich se podileji na jednotlivych slozkach plodnosti, jako
je tvorba funk¢nich gamet, podpora ¢asného embryonalniho a fetdlniho vyvoje az po narozeni
zdravého potomka.

Plodnost Ize tedy popsat jako celek — komplexni kvantitativni znak s nizkou heritabilitou, ktery
je slozeny z mnoha dil¢ich znakl jednoduse dédi¢nych s vySsi (napt. objem ejakulatu, mira
ovulace) ale i nizkou heritabilitou (service perioda, mira zabiezavani po prvni inseminaci).
Ackoliv byla popsana fada asociovanych genti a QTL na témét vSech chromozomech (napf.
pro plodnost samct bylo identifikovano vice nez 800 genti), geneticka podstata plodnosti

zlstava diky genetické 1 biologické komplexnosti nejasna nerozSifrovana

12.2 Selekce na plodnost u domacich zvirat

Plodnost je u riiznych druhti zvitat popsana a méfena rtizné, zalezi na obvyklém poctu potomki
(uniparni nebo multiparni druhy, viz pfedmét Zootechnika).

Slechténi na plodnost se provadi naptiklad u plemennych zvitat skotu, koni, u matefskych
plemen prasat a u linii driibeze s ohledem na co nejvyssi snasku. Existuji dva ptistupy, které se
pouzivaji soub€zné — pozitivni a negativni selekce. Znaky plodnosti jsou V soucasnosti také
soucasti genomické selekce.

Pozitivni selekce na plodnost se provadi vybérem zvifat z hlediska plodnosti nejlepSich.
Posouvé hranice potencialni plodnosti (schopnost vytvaret oplozeni schopné gamety), ale
geneticky pokrok je pomaly. Nejvice se vyuziva u multiparnich druhti s kratkym generacnim
intervalem, ale v rizné mife vstupuji parametry plodnosti do odhadu plemennych hodnot i u

ostatnich druhu.
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Negativni selekce se tyka zejména poruch plodnosti, které maji genetické zalozeni a Ize je timto
zpisobem eliminovat. Provadi se u vSech druhti. Efekt byva rychlejsi, zlepSuje aktualni
plodnost (realizovana plodnost, poCet narozenych mlad’at), ale jeji moznosti se posléze

vycerpaji a neposunuje hranice potencialni plodnosti.

12.3 Poruchy plodnosti

Poruchy plodnosti s genetickym zalozenim zahrnuji gametické a somatické mutace,
chromozomalni mutace a imunogenetické pticiny.
Chromozomalni mutace — jsou nejcastéjsi genetickou pricinou poruch plodnosti (viz
kapitola Veterinarni cytogenetika).
Gametické mutace — jejich projevem jsou dédicnd onemocnéni a nékteré vrozené
vyvojové vady. Eliminuji se ptfenaSeci. U recesivnich letalnich mutaci dochazi ke
snizovani plodnosti snizovanim po¢tu mlad’at (embryonalni mortalita).
Somatické mutace vznikaji de novo, nedédi se a jsou pfi¢inou vrozenych vyvojovych
vad a aborti, nelze na n¢ tedy Slechtit.
Imunogenetické priciny podilejici se na snizovani plodnosti zahrnuji nekompatibilitu
mezi matkou a plodem v riznych krevnich systémech. Po napiti mleziva s protilatkami
se u mladéte projevi hemolytickd Zloutenka — prakticky vyznam ma u koni, kocek,

vyskytuje se 1 u prasat.

12.4 Biotechniky v reprodukci domacich zvirat. Genetické dopady ET a Al

V chovu zvirat.

Pro zlepSovani plodnosti jsou vyuzivany razné biotechniky, které sice nejsou genetickymi
metodami, ale maji vyznamné genetické dopady, protoze ovliviiuji intenzitu selekce a geneticky
pokrok populace.

Uméla inseminace (Al) je nejstarsi pouzivanou biotechnikou. Spoc¢iva v odbéru ejakulétu, jeho
ziedéni a kryokonzervaci v oplozeni-schopném stavu. Al je nejpropracovanéjs$i a nejvice

vyuZzivana u skotu, rozSifena je i u prasat. Pouzivana je 1 u koni s vyjimkou Anglického a
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Arabského plnokrevnika, kde se umé€ld inseminace pouzit nesmi. Také je vyuzivana v chovu

krut.

Kryokonzervace bezprostiedné souvisi s umélou inseminaci. Jednd se o fizeny proces
zmrazeni bun€k a jejich uchovavani v tekutém dusiku. Zamrazuji se obvykle pohlavni buiky
a embrya. Nejvic je rozsifena u skotu, u prasat méné diky technickym problémim spojenym s
uchovanim spermatu. U koni existuje individualni variabilita v mrazitelnosti spermatu, u

nekterych hiebct nelze sperma uchovat.

Mnohocetna ovulace a embryotransfer jsou biotechniky, kdy hormonalni stimulace navodi
ovulaci vétsiho poctu vajicek, je provedena inseminace polyovulované elitni samice. Vznikne
vice embryi, kterd jsou vyplachnuta a pfenesena hormondalné stimulovanym mén¢ uzitkovym
ptijemkynim. Metoda se uplatiiuje v amplifikaci vyborného genofondu. Proces miize byt spojen

s produkci mlad’at pozadovaného pohlavi (sexace embryi). Pouziva se u skotu, 1ze u koni.

12.4.1 Genetické dopady biotechnik

Uméla inseminace

Umélé inseminace zvySuje reprodukéni potencidl samct a intenzitu jejich selekce, jednotlivé
rodicovské genotypy se prosazuji mnohem intenzivngji. Pouzitim AI dochdzi k rychlému
ovlivnéni alelovych frekvenci dalSi generace a to jak v zddoucim sméru (vlohy pro lepsi
uzitkovost) tak zvySenim rizika roz$iteni nezddoucich recesivnich mutaci (v pfipadé, Ze jejich
nositel, otec budouci generace, zlistane neodhalen — napf. ,,holstynské* mutace).

Diky velkému poctu potomkil od jednoho jedince je mozny odhad jeho plemenné hodnoty na

zékladé€ testovani potomkd.

Mnohocetna ovulace a embryotransfer

Embryotransfer zvySuje reprodukéni potencidl elitnich samic i intenzitu jejich selekce u
uniparnich druhd. Cely proces je u skotu soucasti programu MOET (Multiple Ovulation and
Embryo Transfer), kdy se kombinuji biotechniky s vyhodami malého chovného stada. Dochazi
k intenzivnimu vyuzivani nejlepSich samcich i samiéich zvifat zvySovanim poctu jejich
potomkd, urychluje se geneticky pokrok. Pro tento pfistup je charakteristicky pyramidalni
zpiisob chovu o tfech stupnich. Geneticky elitni zvifata tvofi vrchol — nukleus (uplatiiovany

MOET biotechniky, testovani a genomickd selekce). Jejich potomci (vlohy pro vysokou
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uzitkovost od vynikajicich rodi¢i, vysoké koncentrace aktivnich alel) tvoii druhy stupeni
pyramidy a produkuji uzitkova zvitata, kterd tvoii zakladnu chovu. V tomto systému mohou
byt plemenici selektovani na zékladé uzitkovosti jejich sourozencii, coz vede ke zkracovani
generac¢niho intervalu. Vyuzivani téchto reprodukcnich biotechnik vede ke zlepSovani genetické
urovné populace, ale zvysuje se také riziko inbreedingu diky intenzivnimu vyuzivani malého

mnozstvi rodi¢u.

Kryokonzervace

Kryokonzervace umoziuje ziskat relativné rychle vétsi mnozstvi potomk a na zakladé
informaci o potomcich testovat plemennou hodnotu plemenika, zamrazené davky se uvolni k
Sirokému pouziti az po stanoveni PH.

Technika ma uplatnéni také v programech uchovani genetické diverzity jak domadcich, tak
ohrozenych zvitat. Slechténi svou podstatou redukuje genetickou variabilitu. Pravé ohrozena,
lokalni plemena a kmeny jsou zdrojem genetické variability. Pokud neni, zejména
z ekonomickych divodl, mozné jejich zachovani v bézném chovu, jsou uchovavany ve formé
zamrazenych pohlavnich i1 somatickych bun€k a embryi v kryobankdch (u nas napft.
v kryobankach Ceskomoravské spolecnosti chovateli v Hradistku, Vyzkumného ustavu
rybafského a hydrobiologického JihoCeské univerzity ve Vodnanech a Vyzkumného Ustavu
zivocisné vyroby vV Uhfinévsi).

Jsou ovéfovany 1 moznosti sexace spermatu (prutokova cytometrie, imunologicka separace) a
embryi (PCR zjedné bunky — SRY oblast). I kdyZz sexace je moznd, zatim dochazi
k vyznamnému snizovani UspeSnosti inseminace sexovanym spermatem. Separace spermatu
podle pohlavi ma svlij vyznam v produkénich chovech preferujicich jedno pohlavi (masna
produkce preferuje samce, mlécnd produkce samice). Sexace je vyuzitelnd i pro repopulaci
ohroZenych druhli a management chovu zvifat v zajeti, ale zatim neni uplatilovana ve vétsi mife

V praxi.

12.5 Principy klonovani a jeho aplikace u domacich zvirat

Biotechnikou souvisejici s reprodukei je 1 klonovéani. Klonovani obecné je tvorba identickych

jednotek. Muze probihat na rliznych trovnich — klonovani molekul DNA metodami
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molekuldrni biologie, klonovani bun€k mitdzou, klonovani jedinci mikromanipula¢nimi

technikami. Pfirozen¢ vznikaji geneticky identicti jedinci jako identicka vicercata

12.5.1 Principy klonovani

Klonovani jedinct bylo provadéno zpocatku délenim ¢asnych embryi zvitat in vitro a jejich
naslednym pienosem nahradnim matkam. Tento pfistup mél svoje omezeni v poc¢tu identickych
jedinct (4) ziskatelnych zjednoho embrya. Metoda, kterd je povazovana za klonovani
v soucasné¢ dobé, spociva v prenosu jader diploidnich bunék do enukleovaného
neoplozeného vajicka (cytoplastu).

Zpocatku byla prenasena jadra bunék embrya pozdéji i jadra bunék somatickych. Embryonalni
buiiky jsou nediferencované a totipotentni, pti klonovani si zachovavaji schopnost diferenciace
do jakékoli tkan€. Somatické bunky jsou jiz plné diferencované, nesou sice kompletni
genetickou informaci, ale li$i se aktivitou genti. T¢Ini buiika tedy ziskava béhem vyvoje svou
specializaci (diferenciaci) a ztraci vyvojovy potencial. Pro uspé$né klonovani je nutno
reprogramovat pirenaSené¢ jadro do stavu totipotence, jaky mélo na pocatku vyvoje.
Reprogramovani pfirozen¢ nastavd v primordidlnich zarode¢nych bunkach behem
gametogeneze a v zygoté bezprostiedné po oplozeni. Pfi klonovani se reprogramovani déje
v cytoplazmé vajicka v metafazi II, princip neni pfesné znam. Piedpoklada se, ze faktory
Z cytoplazmy vaji¢ka proniknou do jadra a reprogramuji jeho genetickou informaci. Jedna se o
epigeneticky proces, ktery neméni sekvenci nukleovych kyselin, ale jeji biochemické vlastnosti
a vlastnosti proteinti navazanych na DNA. Oocyt musi byt k reprogramovani a k dalSimu vyvoji
embrya aktivovan, ¢ehoz se dosahuje rtiznymi zpilisoby, napf. kombinaci chemickych a
fyzikalnich stimuld (napodobuje se stav pii oplozeni). Teoreticky miZe klonovani umoZnit
produkci velkého mnozstvi geneticky identickych jedinch. Ackoliv je v soucasné dobé
klonovana celd tfada druhti (ovce, skot, mys, koza, prase, makak, kocka, kralik, pes, kun,
velbloud aj.), ucinnost klonovani stale ztstdva velmi nizkd (pod 1 %). Pficinou je

pravdépodobné nedokonaly prubéh reprogramovani jadra.

12.5.2 Epigenetické zmény p¥i pouZivani biotechnik v reprodukci
Epigenetické zmény jsou dédicné zmény ve funkci gend, méni se aktivita gentl, je ovliviiovan
fenotyp, aniz by doslo ke zmén¢ genotypu (sekvence nukleotidll). Epigenetické mechanizmy

zahrnuji metylaci DNA, modifikace histont, s tim spojenou modifikaci chromatinu a RNA
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interference. Tyto procesy maji vyznamnou, i kdyz ne zcela prozkoumanou roli Vv
reprodukénich znacich. Pfi pouzivani biotechnik v reprodukci jsou bunky vystaveny umélému
prostfedi, které se muze od piirozeného prostiedi lisit. Nedostatek esencialnich latek vede
obvykle k zaniku bunék a embryi, pfi nadbytku mtize dochazet k epigenetickym zménam, které
se projevi pozd¢ji béhem biezosti nebo po narozeni.

K epigenetickym poruchdm (chyby v imprintingu gent, v inaktivaci X chromozomi, zména
exprese gent apod.) dochazi jak pfi pouziti biotechnik jako je kryokonzervace, in vitro
fertilizace €1 embryotransfer, tak pii klonovani. U klonli jsou vSak tyto poruchy mnohem
Cast¢jsi zfejmée zejména kvuli neuplnému reprogramovani jadra. Aktivita gent u klond, piestoze
maji geneticky identické chromozomy s darcem jadra, ¢asto neodpovidd pozadavkim vyvoje
embrya a plodu pravé v dusledku epigenetickych abnormalit (vysoké ztraty béhem biezosti,
vysoka timrtnost po narozeni, poruchy imunitniho systému, syndrom velkych mlad’at, selhani
organt, placentarni a vyvojové abnormality).

Pokud by se podafilo tyto problémy piekonat, klonovani by mohlo byt vyuzivano zejména ve

dvou oblastech - k reprodukénimu nebo terapeutickém klonovani (bunécné terapii).

Reprodukéni klonovani

Cilem reprodukéniho klonovani je rozmnozeni zvifat s unikatnim genotypem (elitni jedinci,
jedinci se specifickymi vlastnostmi, ,,rekonstrukce gonad apod.) nebo zvifat ohrozenych
(divoky tur, antilopa, pokusy s pandou, ko¢kovitymi $elmami). Rada ziskanych klont je také
transgennich (viz kapitola Genové manipulace) s vnesenym nebo/a knokaut genem (napft. prasata
pro xenotransplantace, skot a ovce odolné vué¢i prionovym onemocnénim, skot a kozy
exprimujici transgen v mléce aj.). Pfiprava klonovaného zvitete (tedy opakovani uz existujici
genetické informace) trva relativné dlouhou dobu a b&hem tohoto obdobi dochdzi u bézné
klasicky §lechténé populace k selekénimu pokroku. Siroké vyuziti kloni pro béznou
Slechtitelskou praxi proto neni pravdépodobné i z hlediska uchovéani genetické variability.

Zakladem chovu zlstava slechténi, tedy selekce a plemenitba.

Terapeutické klonovani (bunécna terapie)

Dalsi rozvijejici se oblasti aplikace klonovani je jeho vyuziti v tkanové nebo bunééné terapii.
Toto terapeutické klonovani probiha zpocatku stejné jako klonovani reprodukéni, ale cilem je

ziskani embryonalnich kmenovych bunék (ESC). ESC jsou buiiky, které jsou ziskany kultivaci
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bunék vnitini bunééné masy blastocysty. Jsou pluripotentni, schopné diferencovat do jakékoliv
tkan¢ a to z nich déla perspektivni material pro 1é€bu fady onemocnéni. Kultivaci ESC
v riznych podminkéch se jiz podatilo ESC diferencovat do riznych bunéénych typt (neurony,
kardiomyocyty, endotelialni bunky, osteoblasty, hepatocyty aj.).

Terapeutické klonovani pak zjednoduSené feCeno znamend, Ze pacient je darcem jadra
somatické bunky, které je podrobeno klonovani. Z vyvijejiciho se embrya je ustavena linie
embryonalnich kmenovych bun¢k a tyto buiiky jsou dale specificky kultivovany a
diferencovany do zadané tkané. Takto zménéna buika je histokompatibilni s darcem jadra
(pacientem) a bude vracena zpét do pacientova téla k 16€bé konkrétniho onemocnéni. Pii terapii
pomoci ESC je tieba brat v uvahu eticky aspekt, protoze embryo vznika pouze za ti¢elem jeho
nasledné destrukce a vyuziti k produkci ESC.

Tento problém by mohlo vyfesit zji$téni, Ze je mozné v buiiky pluripotentni pfemeénit i dospelé
diferencované buiky vnesenim vektort S geny (princip viz kap. Genové manipulace) né€kolika
klicovych transkripénich faktorti. Tyto transkripéni faktory aktivuji v buiikdch celou skélu
dal$ich geni, coz nakonec vede ke zmén¢ funkce a vzhledu somatickych bun¢k v indukované
buniky pluripotentni (iPC). Problémem zlstava, Ze ¢ast vnesenych genll jsou protoonkogeny,
které mohou byt pfi¢inou nadorového bujeni. V soucasné dobé (2019) probihaji klinické
zkousky vyuziti ESC a iPC u lidi v terapii né€kterych o¢nich, nervovych a srde¢nich chorob a u
posSkozeni chrupavek (https://www.clinicaltrials.gov). Potencidl terapeutického klonovani je
obrovsky, jeho vyuZiti je ale zatim limitovano jednak nedostatkem informaci, jak kultivovat a
diferencovat kmenové bunky do riznych tkani a také jejich genetickou nestabilitou a sklonem

k nekontrolovatelnému rustu.
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13. Molekularni diagnostika ve veterinarni mediciné

Molekularni biologie se snazi popsat vznik, strukturu, funkci a interakce biologickych
makromolekul, a tim objasnit vlastnosti a funkce zivych organismu (a virtt). Vyuziva k tomu
metody fyzikalni (napf. centrifugace, hmotnostni spektrometrie, rentgenova krystalografie),
chemické a mnohé biomedicinské obory (napf. imunohistochemie, fluorescenéni mikroskopie
a moderni zobrazovaci metody zivych bunck a tkani), jakoz i vlastni nastroje a metodologii
(napt. techniky rekombinantnich DNA, mutageneze), které naopak ovliviiuji rozvoj poznani
biologickych d&ju v organismu (fyziologickych nebo patologickych) na molekularni arovni a
také rozvoj biotechnologii (produkce biologickych makromolekul s vyuzitim ve védég, farmacii,
v primyslu atd.). UZz§i oblast d&t, tykajici se prenosu genetické informace a funkce

informac¢nich makromolekul (nukleové kyseliny a proteiny) studuje molekularni genetika.

13.1 Zakladni pojmy a principy molekularni genetiky

Molekularni metody jsou dnes standardem laboratorni diagnostiky v fad€ oblasti veterinarni
mediciny. Veterinarni 1ékafi nepotiebuji detailni znalosti o jejich technickém provadéni, ale
méli by rozumét podstaté nejvyznamnéjSich z nich a méli by umét interpretovat vysledky
vySetfeni, kterda se jimi provadéji. K tomu by méla napomoci i tato na prvni pohled spise

teoreticka kapitola.

Informacni makromolekuly jsou z biochemického hlediska heteropolymery obsahujici
v mnohonasobném opakovani v rizném poradi pfislusné monomery. Pofadi monomert tvofi
primarni strukturu daného biopolymeru. Usek polynukleotidu s konkrétnim poradim nukleotida
se oznacuje jako nukleotidova sekvence (DNA-sekvence, RNA-sekvence) a pro zjednoduseni
se zapisuje vétSinou zkratkami pro purinové a pyrimidinové baze (A, C, G, T/U) jako
jednotetézcova molekula ve sméru od 5'- fosfatového po 3'- hydroxylovy konec (5"—3"). Usek
polypeptidu  vyznacujici se konkrétnim pofadim aminokyselin se oznacuje jako
aminokyselinova sekvence, ktera se zapisuje pomoci jednopismennych zkratek pro
aminokyseliny (A, C,D,E,F,G,H, L K,L, M, N, P, Q,R, S, T, V, W, Y) ve sméru od amino-

po karboxylovy konec molekuly.
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Molekula DNA je vétsinou v zivych organismech (in vivo) tvofena dvéma komplementarnimi
a antiparalelnimi polydeoxyribonukleotidovymi fetézci. Tvoii tak dvoufetézcovou dSDNA
(double-stranded) v podobé dvousroubovice, jejiz velikost vyjadfujeme v poctu
nukleotidovych para sekvence (para bazi — bp z angl. base pairs, kilobazi — kb nebo megabazi
- Mb). Pfechodné se miize vyskytovat téz jako jednoietézcova SSDNA (single-stranded)
v interakci s riznymi proteiny nebo permanentné ve virionech nekterych viri. Ke vzniku nové
molekuly dsDNA dochézi semikonzervativni replikaci na rozvolnénych fetézcich, které slouzi
jako vzor (templat) pro syntézu novych komplementarnich fetézct. Pomoci denaturace in vitro
muze byt dsDNA rozd¢lena na jednotlivé fetézce ssDNA, které maji schopnost v roztoku opét
renaturovat tj. na zakladé komplementarity bazi obnovit ptivodni dvoutetézcovou strukturu. Pti
kombinaci roztoki ssSDNA z riznych zdroji (nebo s roztoky ssRNA) mize dojit k spojovani
casteCné nebo uplné komplementdrnich fetézci z riznych dsDNA za tvorby hybridnich
molekul DNA (nebo DNA/RNA).

Pojem komplementarni DNA (cDNA) oznacuje molekulu (soubor molekul) specificky
pfipravenou in Vitro pisobenim reverzni transkriptazy na izolovanou mediatorovou RNA
(soubor molekul) a v piipadé eukaryotickych organismi piedstavuje pouze sled exont
ptislusného genu na rozdil od exon-intronové organizace tohoto genu v genomické DNA
(JDNA) obsazené v chromozomech.

Kratké oligonukleotidy ptedstavuji chemicky syntetizované molekuly ssDNA se zamérné
zvolenou sekvenci a jsou vyuzivany jako primery (s délkou obvykle 18-30 nukleotidt) anebo
sondy (dlouhé 15-50 nukleotid) v riznych aplikacich.

Ruzné typy RNA molekul (IncRNA, mRNA, miRNA, rRNA, snRNA, tRNA) vznikaji
Vv bunkach na zaklad¢ informace obsazené v DNA v procesech transkripce a posttranskripénich
uprav. Jejich velikost vyjadiujeme v poctu nukleotidii (nt). I kdyz tyto molekuly RNA jsou
jednofetézcove, diky komplementarité tisekli v rdimci molekuly vytvaii rizn€ slozité sekundarni
piipadné terciarni struktury. Nékteré specializované RNA molekuly mohou katalyzovat $tépeni
a spojovani RNA molekul bez ptitomnosti proteini a oznacujeme je jako ribozymy.

Proteiny jsou tvofeny jednim nebo vicero polypeptidovymi fetézci, které maji specifickou
sekundarni strukturu v zavislosti na motivech aminokyselin v polypeptidu a zaujimaji
komplexni tercidrni a kvartérni struktury. Protein mize ptfedstavovat soubor riznych domén —
oblasti s rozdilnou funkei. Pfi interakcich proteinli miZe dochézet ke zméné konformace
(odhaleni/skryti domény) nebo chemické modifikaci a tim k aktivaci/deaktivaci nckteré
z domén. K identifikaci a charakterizaci proteinii vyuzivd molekuldrni biologie mnoho

sofistikovanych metod pro proteomiku, které jsou vSak nad rdmec této kapitoly. Ziskané
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sekvence jsou po charakterizaci ulozeny v databazich voln¢ dostupnych pies internet a
umoziuji tak vyhleddvani stejnych (identickych) nebo podobnych (homologickych) uz

popsanych sekvenci. Obdobné existuji moznosti sekvenovat nukleové kyseliny (viz dale).

13.1.1 Obecné metody pro praci s nukleovymi kyselinami

Pfi praci s informa¢nimi makromolekulami se vyuziva cela fada metodickych pfistupt. Z nich
je pro veterinarniho 1ékate vhodné vyzvednout izolaci nukleovych kyselin. 1zolace nukleovych
kyselin je zakladni krok, ktery ma za ukol z biologického vzorku ziskat dostatecné mnozstvi
kvalitnich molekul, v zavislosti na povaze vstupniho materialu se voli riizné postupy k uvolnéni
bun¢k (homogenizace, pulverizace) a plsobeni enzymi (lysozym, celuldzy) a detergentt
(dodecylsulfat sodny). Z hlediska veterinarni mediciny je tfeba upozornit na to, ze odbér
biologického materialu pro genetické analyzy, dodrzeni vSech doporucenych postupti pfi
odbéru i zasilani vzorki je vyznamnym faktorem ovliviiujicim kvalitu vysledné DNA, ktera

bude slouzit ke genetickému testovani.

13.1.2 Metody molekularni genetiky zaloZené na amplifikaci

......

veterinarni medicing.

13.1.2.1 Polymerdzova fFetézovd reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) piedstavuje rychlou in vitro metodu k pomnozeni
definované cilové sekvence pfitomné ve vzorku DNA. Nejcastéji se vyuziva selektivni
amplifikace specifického tiseku dsDNA v heterogennim souboru molekul DNA za pouziti dvou
oligonukleotidovych primera se znamou sekvenci, které jsou komplementarni ke konctim
cilového useku a vymezuji ho pfipojenim k denaturované DNA v orientaci svych 3°-
hydroxylovych konci proti sobé. Na téchto koncich termostabilni DNA polymeraza
Vv pfitomnosti deoxynuklezidtrifosfati (dANTP) zahdji syntézu nového tetézce DNA podle
templatu. PCR je fetézova reakce, protoze noveé vzniklé molekuly DNA budou templatem pro
syntézu v dalsim cyklu reakce. V kazdém cyklu se stfidaji tfi teplotni kroky: denaturace dSDNA
(92-95°C), pripojeni primert (50-60°C), syntéza DNA (68-75°C). Teplotni profily a délka
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Casovych intervali byva naprogramovana v ptistroji (termalni cykler), ktery automaticky méni
pozadované teploty. V principu se tak dosdhne zmnozZeni jedné pivodni cilové sekvence na 23°
(cca 68 miliard) fragmenti dsDNA po 35 cyklech PCR, které se daji charakterizovat gelovou
elektroforézou jako prouzek s ur¢enou velikosti. Vhodné polymerazy (jejich geny) byly ziskany
z termofilnich mikroorganisma napf. Thermus aquaticus (Tag DNA polymeraza), Thermus
thermophilus (Tth), Thermotoga maritima (Tma), Pyrococcus furiosus (Pfu), Pyrococcus
woesei (Pwo). Specificita PCR zavisi pfedev§im na jedine¢nosti sekvenci primerd, které mohou
byt ale zamérné syntetizovany i S pouzitim inosinu (baze schopna se vazat s kteroukoliv jinou
bazi) nebo jako smés sekvenci s nékterymi identickymi a nékterymi odliSnymi pozicemi
(¢astecné degenerované oligonukleotidy) a umoziuji tak amplifikaci ptibuzné sekvence
v ramci druhu nebo mezi druhy organismu, ptfipadné pomnozeni vicero cilovych sekvenci.
Primery s nahodnymi sekvencemi (smés oligonukleotidii s délkou 6 nukleotidi) se mohou
vazat na Cetna mista v templatové DNA a zprostfedkovat tak PCR zmnoZeni vSech pfitomnych
sekvenci pied dalsi manipulaci (celogenomovou amplifikaci) v ptipadech limitniho mnozstvi
vySettované DNA (starodavna DNA, prouzky chromozomii po mikrodisekci, typizace

jednotlivych bungk).

13.1.2.2 Modifikace polymerdzové Fetézové reakce

Existuje vétsi mnozstvi modifikaci PCR, z nichz ve veterinarni diagnostice se nejcastéji setkam

S nasledujicimi.

In situ PCR slouzi kamplifikaci specifickych sekvenci pifimo v bunkach nebo
mikroskopickych preparatech chromozomt a formalinem fixovanych tkani, pfi¢emz produkty
lze vizualizovat naslednou hybridizaci se sondou nebo imunochemicky. Oproti samotné
hybridizaci in situ ma vyssi citlivost, nebot’ dochazi k amplifikaci cilovych sekvenci a je mozné

detekovat sekvence plivodné v malém poc¢tu molekul ve vzorku.

Zpétna PCR (RT-PCR) znamena pouziti reverzni transkriptazy a oligo(dT)-primeru pro
pfepis mRNA molekul do cDNA, ktera je prosta intronil a stabilngj$i nez molekula RNA.

Alelové specificka PCR (AS-PCR) umoznuje detekci znamych bodovych mutaci ve dvou

nebo vice paralelnich PCR s pouzitim alelové specifického primeru. Specificky amplifikuje
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jednu ze dvou moznych alel, ktera je pfedmétem naSeho zajmu (napiiklad alela s nezddoucim

uc¢inkem na vyznamné znaky).

Nested-PCR slouzi ke zvySeni specificity produktu PCR a je kombinaci alesponn dvou
naslednych reakci, kdy v prvni PCR vznika produkt za pouziti jednoho paru primert, ten je
nasledné roziedén a pouzit jako templat do dalsi PCR s jinym parem primert. Ty jsou sice
komplementarni k oblastem uvniti prvniho PCR produktu, ale kdyby byly pouzity na gDNA,

vedly by k tvorbé smési riznych produkti (napt. piibuznych genti nebo genu a pseudogenu).

Multiplex PCR oznacuje pouziti vicero paru specifickych primera v jedné PCR reakci, po
optimalizaci podminek reakce se tak dosdhne simultanni amplifikace vicero cilovych sekvenci

napf. pfi genotypizace vétsiho poctu markera.

Real-time PCR je metodologie zalozena na sledovani pribéhu PCR pomoci méfeni urovné
fluorescence jednotlivych reakci v souboru. Kvalitativni analyza sleduje piitomnost/
nepiitomnost specifického produktu ve vzorcich zatim co kvantitativni analyza hodnoti vstupni
mnozstvi kopii templatu ve vzorku pouzitém do PCR porovnanim s kalibra¢ni piimkou
ziskanou analyzou standardli se znamym mnozstvim kopii.

Vyuziti PCR a jejich variant ve veterinarni medicin€ je prezentovano ve specializovanych

disciplinach.

13.1.2.3 Metody sekvenovani

Sekvenovani DNA je stanoveni primarni struktury DNA, tj. ur€eni sekvence nukleotidi
v konkrétni molekule. Klasické metody sekvenovani byly technologickym rozvojem rozsiteny
do mnoha variant, pfi¢emZ nékteré se v soucasnosti uZ nevyuzivaji. Zachovava se hlavné
Automatické Sangerovo sekvenovani, enzymatickd metoda umoziujici ziskat sekvenci cca
900-1200 nukleotidd bud’ neznamého fragmentu DNA neseného vhodnym vektorem nebo
fragmentu DNA ziskaného pomoci PCR. Pozadavky celogenomovych projektii vedly ke vzniku
uplné odlisnych postupti sekvenovani nové generace (NGS - z anglického next-generation
sequencing). Ty vyuzivaji razné principy a zaméfuji se jednak na navySeni kapacity
stanovovanych sekvenci, jednak na prodlouzeni limitu délky molekuly, ktera muize byt
sekvenovana vcelku. Dnes tak existuji metody dovolujici sekvenovat jednotlivé molekuly DNA

v délce desitek az stovek kilobazi, coz vyrazné pomaha pii sestavovani celogenomovych

124



sekvenci. Umoznuji taktéz sekvenovat veelku jednotlivé RNA molekuly bud’ pfimo nebo ve
form¢é¢ cDNA a zjistit tak jejich mnozstvi v bunice ale i zastoupeni rGznych izoforem

(splicingovych variant) v ramci transkriptomu dané bunky.

13.1.3 Metody molekularni genetiky zaloZené na hybridizaci

Hybridizace nukleovych kyselin je postavena na schopnosti individualnich jednofetézcovych
molekul vytvaret dvouvldknové molekuly na zékladé pravidla o parovani bazi a dostate¢né
vysoké trovné vzdjemné komplementarity. Klasické metody vyuzivaji definovanou zna¢enou
nukleovou kyselinu (sondu) k identifikaci ptibuznych DNA nebo RNA molekul (tj. s vysokou

podobnosti sekvenci) v smési riznorodych neznac¢enych molekul - cilové nukleové kyseliné.

Teckova hybridizace mize vyuzit rizné typy sond, vzorek cilové nukleové kyseliny neni nijak
velikostn€ upravovan, ale je po denaturaci pfimo nakapan na membranu a vysusen. Je to rychla

screeningova metoda umoznujici vySetfit vétsi pocet individualnich biologickych vzorkd.

U Southernova prenosu je kterykoliv typ sondy hybridizovan s cilovou DNA (typicky
gDNA), které byla $tépena pomoci restrikénich endonukledz, fragmenty velikostné rozdéleny
pomoci gelové elektroforézy a po denaturaci silnym alkalickym ¢inidlem jako jednofetézce
pieneseny a ukotveny na membrang. Po hybridizaci a detekci pozice sondy na membrang je

mozné porovnanim s piivodnim gelem odhadnout velikost fragmentu.

Northernovy pienos vyuziva kterykoliv typ sondy k hybridizaci s cilovou RNA (typicky
celkova RNA bunky/tkané), kterd byla rozdélena velikostné gelovou elektroforézou a fetézce
nasledné pieneseny na membranu. Prvofadym vyuZitim je charakterizace exprese genu
Vv riznych tkanich organismu s cilem urcit typ tkan€ s expresi a relativni mnoZzstvi transkripti.
Umoznuje odhalit i odchylky ve velikostech transkriptd, coz signalizuje vyuziti alternativnich

promotord nebo splicingu pro odlisné formy mRNA.

Chromozomalni in situ hybridizace je metoda pro fyzické mapovani genti nebo jinych DNA
sekvenci (izolovanych z genomu klonovanim) na metafaznich nebo prometafaznich
chromozomech cytologického preparatu. Zavedeni fluorescencni hybridizace in situ (FISH)
znamenalo zésadni krok v rozvoji cytogenetiky, kdy pouzitim spektra rizné fluorescencné
znacenych sond a vizualizaci ve fluorescencnim mikroskopu lze identifikovat jednotlivé

chromozomy a sledovat jejich zmény v ramci celého karyotypu.
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Tkanova in situ hybridizace vyuziva oligonukleotidy nebo sondy piipravené in vitro
transkripci klonované cDNA piisluSného genu k hybridizaci na cilovou RNA, ktera se nachéazi
Vv bunikach nebo fezech tkani fixovanych na podloznim skle. S vysokou pfesnosti tak stanovi

jeji prostorovou lokalizaci v ramci fezu tkané z parafinového bloc¢ku nebo zmrazené tkang.

V soucasnosti je hybridizace vyuzivdna v obrovském méfitku napf. pfi charakterizacich

individualnich genomui nebo sledovani exprese v§ech gent (transkriptom)

DNA-¢ipy je miniaturizovana a automatizovana technologie s obracenou hybridizaci, kdy je na
sklenény povrch fixovano velké mnozstvi (fadové desetitisice) DNA klonti pomoci mikrotisku
V piesném schématu nebo je jeste vétsi mnozstvi oligonukleotidl (statisice az milion) umisténo
pomoci in situ syntézy na sklenéném povrchu ¢ipu. Znama je tak poloha sondy a jeji sekvence.
Cilova nukleova kyselina (JDNA, RNA nebo cDNA) je upravena na vhodnou velikost
fragmentl, znacena fluorescencné a hybridizovana nanesenim roztoku na povrch mikrocipu. Po
odmyti nenavdzané cilové nukleové kyseliny je povrch skenovan pomoci detektoru
fluorescence a obraz pocitacoveé vyhodnocen. VSechny pozitivni signaly jsou zaregistrovany a
je vygenerovan seznam piipadné relativni zastoupeni pfitomnych sekvenci. Z hlediska pouziti

rozeznavame SNP-Cipy a genové Cipy.

SNP ¢ipy pomoci velkého mnozZstvi alelové specifickych oligonukleotidl umoZiiuji
stanovit genotyp zna¢ného poctu pozic (markeri) v genomu jedince a jsou podkladem
napf. pro porovnani frekvenci polymorfizmi mezi skupinami jedincti v ramci GWAS.
Design SNP-c¢ipt pro jednotlivé zivo¢isné druhy vychazi ze znalosti variability genomu

daného druhu a existuji Cipy s riznou kapacitou.

Genové Cipy naproti tomu vyuzivaji jako sondy vhodné navrzené oligonukleotidy
reprezentujici vSechny exprimované geny piislusného genomu nebo soubor kloni cDNA
daného zivocisSného druhu. Umoznuji tak ze vzorku urcité tkdné stanovit soubor
exprimovanych gent — transkriptom nebo jsou podkladem pro porovnani exprese

vybranych genti v riznych tkanich nebo u rozdilnych jedinct (napt. zdravy vs. nemocny).
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13.2 Metody molekularni biologie vyuZivané ve veterinarni mediciné a v

hygiené a technologii potravin.

Zakladni vyzkum ve veterinarni mediciné se opira o Siroké spektrum sofistikovanych metod
molekularni biologie, pomoci kterych se snazi objasnit biologické déje na molekularni trovni
ve zdravém a nemocném organismu, a odhalit tak napt. riznorodost pti¢in nebo patologického
procesu U konkrétniho onemocnéni, pfipadné identifikovat molekuldrni markery vyznamné
z hlediska diagnostiky atd. V praxi jde spiSe o vyuziti téchto poznatkd a pouziti vice ¢i méné
naro¢nych testli za ucelem diferencidlni diagnostiky u vétsiho poctu organismu. Jesté veétsi
mnozstvi vzorki k testovani lze o¢ekavat v ramci dohledu veterinarni hygieny. Pouziti metod
molekularni biologie se ¢asto odviji od sledovaného cile, prakti¢nosti a dostupnosti metody
jakoz 1 ekonomické rozvahy nékladii. VéEtSinou se mizeme setkat se situaci, kdy je mozné
pouzit vicero pristupil a neexistuje striktni predpis pro vyuziti t¢ ¢i oné metody. V tomto
kontextu je tfeba chdpat i nasledovné piiklady metod pro feSeni vybrané problematiky
v diagnostickych postupech.

Vysetfovany materidl piedstavuje rtznorodé typy biologickych vzorkid pochézejicich
Z rozdilnych wrovni zivych organismil (exkrementy, télni tekutiny, buiiky periferni krve,
bioptaty tkani, cytologické preparaty) ¢i mrtvych organismu (vnitinosti, maso, kosti, kosterni
pozustatky) zvifat nebo rostlinné materidly jako suroviny pro potravinaistvi. Odbéry vzorki a
nakladani s nimi se fidi ptisluSnymi doporucenimi a ptedpisy. Pokud z(Zime problematiku na
metody molekularni genetiky, v principu se miize jednat o diikaz konkrétniho proteinu (ELISA)
¢i identifikaci spektra proteinti (hmotnostni spektrometrie) v biologickém vzorku, nebo
obdobné o dikaz konkrétni nukleové kyseliny (PCR, hybridizace) ¢i identifikaci neznamé
nukleové kyseliny (PCR — sekvenovani — prohledavani databézi). V této souvislosti mé
vyznamné postaveni také zjiSténi mnoZzstvi konkrétni sekvence ve vzorku nukleové kyseliny
(kvantitativni PCR, DNA-Cipy).

Riiznorodost vyuziti metod molekularni genetiky ilustruje néasledujici tabulka 5.

127



Tab. 5: Priklady pouziti metod molekularni genetiky

zalozeni zbarveni srsti
u zvifat v chovech

vybranych lokusech

Ukol Princip FeSeni Metoda

Urceni analyza genu pro amelogenin, | PCR a gelova elektroforéza —

chromozomalniho rozdilné formy na pohlavnich . o

pohlavi u ptékﬁ Chromozomech I'Oleéel’li na Zé,kladé VellkOStl
PCR produkta

Urceni genetického | genotypizace znamych mutaci ve | PCR a gelova elektroforéza,

alelové  specifickd PCR,
PCR-RFLP, real-time PCR

Urceni genetického
zalozeni u jedince s
vrozenou  Vyvojovou
vadou

- genotypizace nejcastéjsich

mutaci ve znamych
lokusech
- identifikace = neznamych

mutaci v lokusu

alelové  specifickd PCR,
PCR-RFLP, real-time PCR

PCR a sekvenovani

Detekce RNA-vira

dikaz specifické sekvence RNA

RT-PCR

Detekce bakterialnich
patogenil

- dukaz specifické sekvence
z genomu bakterie

- identifikace bakterialni
kolonie  po  kultivaci
analyzou 16S rRNA genu

PCR a gelova elektroforéza,
real-time PCR

PCR pomoci univerzalnich
primerii a sekvenovani PCR
produktu

Detekce GMO plodin

dikaz specifickych sekvenci

PCR, real-time PCR

Autentifikace surovin
zivocisného pivodu

dikaz druhové specifické sekvence
genu mitochondridlni DNA

PCR a gelova elektroforéza,
PCR-RFLP

Detekce falSovani masa
druhovou zaménou

- dikaz vybranych druhové
specifickych sekvenci genu

mitochondrialni DNA
- stanoveni pomérného
zastoupeni druhové

specifickych sekvenci

PCR a gelova elektroforéza,
PCR-RFLP, real-time PCR

real-time PCR (kvantitativni
analyza)

Urceni nezndmého
druhového zastoupeni
V masnych vyrobcich

screening genu cytochrom b
mitochondridlni DNA  vybrané
skupiny organismi

DNA-¢ipy

128




13.3 Molekularni testy parentity

K odhadiim plemenné hodnoty slouzi jak udaje o vlastni uzitkovosti jedince, tak informace o
jeho piibuznych. Spatné uréeny ptvod potomka miiZe zkreslit jeho plemennou hodnotu a
nasledné¢ 1 selekci. V provoznich podminkach chovli miize dochazet k rozporim mezi
plemenarskou evidenci a skuteCnym biologickym stavem napt. diky zdmén€ inseminacéni
davky, zaménou potomstva jesté pied oznacenim (zejména u selat, ale i pii narozeni vice telat
V jedné stdji béhem nepiitomnosti persondlu), nahodnou chybou pfi zépisu inseminace atd.
Pfedpokladem kvalitni plemenaiské prace je tedy proveéfeny puvod a identita plemennych
zvitat.

Zakon 154/2000 Sb. ptikazuje stanovovat geneticky typ (identitu, DNA profil) a ovéfovat
puvod u vybranych kategorii zvitat (viz dale). Piivod a geneticky typ skotu, koni, prasat, ovci,
koz, dribeze a bézcli se ovéiuje vylucovaci metodou pomoci krevnich skupin, biochemickych
polymorfnich znakd, ale zejména hlavni uréujici metodou pomoci mikrosatelitt (v CR plosné
od r. 2002). Podle zékona musi byt ptivod ovéien u byki pied vybérem k plemenitbé, u hiibat
narozenych po inseminaci nebo po pfenosu embryi, u hiibat plemene anglicky plnokrevnik a
klusak, u hejna plemennych ryb zafazenych do genetickych zdroji a do plemenitby, u
dovezeného plemenného materidlu vcel, u berand, kozli a htebcl zafazenych do inseminace.
Geneticky typ musi byt stanoven u byki a hiebct vybranych pro plemenitbu, kancii v rozsahu
stanoveném ve Slechtitelském programu, berani a kozli zatazenych do inseminace. Bez
ovéfeni pivodu nelze zvifata uplatnit v plemenitbé. U malych zvifat, koek a pst neni
oveérovani identity a ptivodu povinné, rozhodovani spada do kompetence Chovatelskych klubt
a svazu.

Pti urceni genetického typu a plivodu se vyuZzivaji genetické markery. Marker je misto v DNA,
ve kterém existuje populacni variabilita, je polymorfni. Existuji rizné typy polymorfizmau,
jednim zmoznych rozliSeni je polymorfizmus sekven¢ni a délkovy. U sekvenéniho
polymorfizmu jsou jednotlivé polymorfni varianty dany rozdily v sekvenci nukleotidti — napft.
CGATGG x CGACGG. Délkovy polymorfizmus se vyskytuje u mikrosatelitnich markerd,
které jsou dnes pievazné pro stanoveni pivodu vyuzivany. Mikrosatelit (kratka tandemova
repetice, short tandem repeats, STR) je misto v sekvenci DNA, kde se né&kolikrat za sebou
opakuje kratky motiv (repetice) dvou az Sesti nukleotidd. Ptiklad rtiznych mikrosateliti je

znazornén na obr. 12.
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AT AT AT..... - dinukleotid

TAG TAG TAG..... - trinukleotid

TAGC TAGC TAGC..... - tetranukleotid

TAGGC TAGGC TAGGC..... - pentanukleotid
TAGGCG TAGGCG TAGGCG .... - hexanukleotid

Obr 12: Ukazky opakujicich se motivii v mikrosatelitech.

Mikrosatelity jsou velmi Casté, vyskytuji se napfi¢ celym genomem. Mutuji mnohem rychleji
nez jiné oblasti genomu, nejde ale o delece nebo inzerce jako u sekvenéniho polymorfizmu, ale
0 zménu poctu opakovani motivu (dynamické mutace). Polymorfizmus mikrosatelitd byva
proto vysoky a spociva v rozdilné délce alel diky rozdilnému poctu repetic. V populaci se tedy

vyskytuje v mikrosatelitu vzdy n€kolik alel napt. 4 alely v trinukleotidové repetici viz obr 13.

TAG TAG TAG TAG TAG alela 5
TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG alela 7
TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG alela 11

TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG TAG alela 12

Obr. 13: Alely trinukleotidové repetice.

V genomech riznych organisml nalézame nejéastéji mikrosatelity tvofené dinukleotidovymi
repeticemi (napt. (AC)n). Funkce mikrosateliti neni objasnéna, nekoduji protein a nejsou
exprimovany v RNA. Pfedpoklada se, Ze mohou hrat roli v regulaci genové exprese.
Jednotlivé alely mikrosatelitl se znaci ¢isly, kterd jsou odvozena od jejich celkové délky napf.
psi mikrosatelit INRA21 genotyp 97/101. Alely se dédi mendelisticky, porovnanim genotypu
potomka s genotypem jeho rodict Ize vyhodnotit ptibuznost.

Zdrojem DNA pro analyzu plivodu mize byt v zasadé jakéakoliv tkan, nejcastéji krev, sperma,
chlupové cibulky nebo stéry zustni sliznice. Mikrosatelity jsou v genomu obklopeny
unikatnimi sekvencemi, které umoznuji umistit kolem nich primery a provést PCR (viz obr. 14)

Pro stanoveni ptivodu a identity je nutno provést srovnani ve vice lokusech, obvykle mezi 10-
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25 mikrosatelity. PCR se proto provadi ve variant¢ multiplex, kdy v jedné¢ PCR zkumavce je

amplifikovano vice produkta (vice dvojic primert).

primerl primer2

—_—

acaagaaatgctitetgatgtctATG ATG ATG ATG ATGeaagttctccataattgatggtcttt
9 opakovani

primerl primer2

S

acaagaaatgetttetgatqtetATG ATG ATG ATG ATG ATG ATG ATGeaagttctecataattgatggtettt

8 opakovani

Obr. 14: Schéma umisténi primerti u mikrosatelitu (ATG)n.

PCP produkty jsou fluorescenéné znacené a jsou déleny v kapilarni elektroforéze sekvenatoru.
Fluorescen¢ni signal PCR produktu prochazejiciho kapilarou je zaznamenan detektorem ve
formé ,,vrcholi* (peak), viz obr. 15 (detaily viz kapitola Molekularni diagnostika). Cely postup

se nazyva fragmentacni analyza.

'll'I'IIIIIIIII'lllllllll'lllll!l'l'llll'l!lll!llll

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200

800
|1 ﬁ E400

Y22 4.1.02/20 byk Yellow

b

BM1324
[113.71](124.23| 180.59
ETH225 BM1824
186.66

Obr. 15: Priklad tfi bovinnich mikrosateliti (ETH3, ETH225, BM1824)

Zdroj: publikovano se svolenim Laboratofe sekvenovani Ustavu morfologie, fyziologie a
genetiky zvitat, MENDELu v Brn¢ (A. Knoll)
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Vysledné kombinace genotypii mikrosateliti jsou pro daného jedince charakteristické a
nezaménitelné, vytvareji jeho geneticky typ (DNA profil). Cim vice mikrosateliti je pro
analyzu pouzito, tim je rozliSovaci schopnost vyssi a vysledky jsou piesnéjsi. Pro stanoveni
genetického typu u rtiznych druhti zvifat je pouzivana mezinarodni minimalni standardni sada
mikrosatelitli stanovend Mezinarodni spolecnosti pro Zivoc¢isnou genetiku (ISAG, skot — 12,
kon¢ — 9, prasata — 15, psi — 21, kocky — 9, ovce — 19, kozy — 16 mikrosatelitti). Tyto
mikrosatelity povinné testuji vSechny akreditované laboratofe, takze vysledky jsou

mezinarodné porovnatelné. Ptiklad genetického typu psa je v tabulce 6.

Tab. 6: Ukazka genetického typu (DNA profilu) u psa.

Lokus Genotyp Lokus Genotyp
AHT121 100/102 INRA21 101/101
AHT137 149/151 INUOO0S 122/124
AHTh130 1271127 INUO30 144/150
AHTh171 223/225 INUO55 218/220
AHTh260 238/238 REN105L03 235/241
AHTk211 87/97 REN162C04 200/202
AHTK253 284/292 REN169D01 210/212
Amelogenin XY REN169018 168/170
CXX279 120/124 REN247M23 268/272
FH2054 152/164 RENS54P11 232/234
FH2848 238/244 RENG4E19 145/153

Plivod (rodiCovstvi) je ovéfovan srovnanim genotypt mikrosatelitli (genetickych typll) rodict
a potomku (tabulka 7). Po aplikaci mendelistické dédi¢nosti je patrné, Ze otce ¢. 2 miZeme
Z otcovstvi vyloucit, v mikrosatelitech FH2001 a FH2164 nesdili s potencidlnim potomkem

Zadnou alelu.
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Tab. 7: Princip ovéfovani ptvodu u psu.

Mikrosatelit | Matka | Otecl Otec2 Potomek

AHTI121 102/102 | 97/102 97/102 97/102

AHTH260 | 252/254 | 244/250 | 244/244 | 244/252

FH2001 144/134 | 150/150 | 152/134 | 144/150

FH2164 310/310 | 322/350 | 330/330 | 310/322

REN162C04 | 200/202 | 202/212 | 206/212 | 200/212

REN169D01 | 210/212 | 202/216 | 212/220 | 210/216

Vysledek ovéreni plivodu nebo stanoveni genetického typu se vyjadiuje slovy:

puvod souhlasi s uvedenymi rodi¢i — pokud kombinace genetickych typa rodici je

kompatibilni s genetickym typem potomka,

puvod nesouhlasi s uvedenymi rodi¢i — pokud kombinace genetickych typt rodici je
nekompatibilni s genetickym typem potomka, a to

ptuvod nesouhlasi s uvedenymi rodi¢i — nesouhlasi otec,

puvod nesouhlasi s uvedenymi rodi¢i — nesouhlasi matka,

puvod nesouhlasi s uvedenymi rodi¢i — nesouhlasi oba rodice

puvod nesouhlasi s uvedenymi rodi¢i — nelze uréit, ktery z rodi¢t nesouhlasi

puvod nelze ovérit — pokud neni k dispozici geneticky typ jednoho nebo obou rodicd,

z vice udanych moznych otcti nelze vyloucit dva a vice otcti.

V poslednim obdobi dochazi v oblasti ovéfovani ptivodu u skotu ke zménam v pouzitych DNA
markerech. Zejména u dojného skotu se prechdzi na jednonukleotidové polymorfizmy SNP
(sekvencni polymorfizmus) stanovené pomoci SNP ¢Cipu. Spojuji se zde dveé oblasti chovu a
Slechténi zvitat — SNP Cipy jsou primarné vyuzivany pro urc¢eni genomické plemenné hodnoty
na zaklad¢ vyhodnoceni desitek tisic SNP. Ze zminénych tisict testovanych SNP je vybrano

200 SNP vhodnych pro stanoveni genetického typu a ovéteni pivodu (tzv. paternitni platforma
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— doporucena ISAG). Ovéteni piivodu funguje v tomto piipadé€ na stejném principu sdileni alel
jako u mikrosateliti. Porovnani ptivodu v piipad¢, ze rodice jsou testovani pomoci mikrosatelitl
(STR) a potomek pouzitim SNP lze s pomoci piepoctu SNP na STR, obracené, tedy ze STR na

SNP nelze. Zatim neni jasné, zda se tato metoda uplatni i u jinych druht.
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14. Genové manipulace

Genové manipulace jsou souhrnem metod, jejichz jednoticim hlediskem je pozménovani
genetické informace. Jedna se o pfimé manipulace metodami molekularni biologie. Vysledkem
genovych manipulaci jsou organismy s pozménénou genetickou informaci, geneticky
modifikované organismy (GMO). Podle zakonné definice, jsou GMO organismy, ve kterych
byla provedena cilend zména genetického materidlu zptisobem, kterého se nedosahne
piirozenou rekombinaci. Nepiimo clov€k manipuluje s genetickou informaci také pomoci
kiiZeni a Slechténi.

Vyuzivani téchto metod vytvaii situace, se kterymi se ¢lovék dosud nesetkal, coz vzbuzuje
kontroverzni reakce a navozuje otazky o jejich etickych limitech. Veterinarni 1ékati jakozto
odbornici v biomedicing byvaji ¢asto zadani o vyjadieni osobniho nebo odborného nazoru na
pokroky v téchto oblastech. K vytvofeni vlastniho nazoru by méli rozumét jejich biologickému
principu a adekvatné ho interpretovat, i kdyz se s témito metodami ve vlastni praci
pravdépodobné nesetkaji. Smyslem této kapitoly je poskytnout studentim veterinarni mediciny

zékladni poznatky z této oblasti, které jim takové porozuméni novym metoddm umozni.

14.1 Principy a metody genovych manipulaci

Genové manipulace nebo také genové inzenyrstvi (GI) pfipravuji umélé kombinace genti nebo
vytvari pozménéné ¢i nové geny a zavadi je do genomu organismil. Cilem je poznani funkce
genu samotného, zména fenotypu a/nebo uplatnéni v biotechnologickych procesech. Ackoliv
vétSina znaku je Fizena spiSe polygenné, je mozné zménou nékterych genti zménit vlastnosti

organismu.

14.1.1 Zakladni pojmy

Jadrem GI jsou manipulace s nukleovymi kyselinami — pfiprava rekombinantnich molekul

DNA, jejich klonovani a dal§i manipulace.
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Rekombinantni DNA je molekula, kterd je tvofena DNA nejméné ze dvou zdroji, Casto ze
dvou riznych druhti organisml napt. mysi + lidska. Prvni rekombinantni DNA molekula byla
pfipravena uz v roce 1972 kombinaci DNA opiciho viru SV40 s lambda fagem.

Pti molekularnim klonovani (klonovani genii, klonovani rekombinantni DNA) jsou zavadény
geny (obecné¢ ¢asti DNA) do neptibuznych organismii (zejména mikroorganismtl) a pomnozeny
do velkych mnozstvi.

Rekombinantni protein je protein, ktery vznika translaci cizich vnesenych gend.

Filosofie genového inzenyrstvi vychazi z univerzalnosti genetického kdédu — u vSech béznych
organismii (s Vyjimkou jejich mitochondrii) ma stejny smysl, pieklada se do stejného proteinu.
Rozdilné jsou vsak regulacni sekvence, napt. sekvence regulujici iniciaci transkripce genu -
promotory bakterie a ¢lovéka. Promotory si mohou byt podobné, ale RNA polymeraza (enzym
katalyzujici syntézu RNA) z bakterie se na lidsky promotor pfesto nenavaze a lidsky gen je
proto v bakterii neaktivni. Pokud je lidsky gen opatien regulacnimi sekvencemi bakteridlnimi,
mize byt jednoduchy gen exprimovan i v bakterii. Teoreticky neexistuje druhovéd hranice
genového inzenyrstvi, jen hranice technické.

Manipulace s DNA umoznuji dva zakladni nastroje genového inzenyrstvi, enzymy a klonovaci
vektory. Enzymy zasahuji do struktury nukleovych kyselin. Pti ptipravé rekombinantni DNA
se uplatniuji zejmeéna restrikéni endonukleazy a ligazy.

Restrik¢éni endonukleazy (RE) prerusuji fosfodiesterové vazby sousednich nukleotidt. Pfi
tvorbé rekombinantni DNA jsou piednostné vyuZivany ty RE, které vytvaieji kohezni konce —
na jednom vlakné je misto St€peni posunuto a tvofi se n€kolikanukleotidové presahy. Parovani
bazi v téchto koncich usnadiuje spojeni molekul DNA rtizného pivodu se stejnymi koheznimi
konci vytvofenymi stejnou restrikéni endonukleazou na principu jejich komplementarity.
Ligazy katalyzuji vznik fosfodiesterové vazby v DNA. V genovém inZenyrstvi je ligaza
pouzivana ke spojovani molekul DNA.

Klonovaci vektory jsou tvoieny nosnou, obvykle kruznicovou DNA molekulou, do které je
vkladana studovand DNA. Umoziuji pfijmout cizi DNA, pfenaset ji do hostitelské buiiky a
replikovat ji prostiednictvim replika¢niho aparatu hostitelské bunky. Nejcastéji jde o molekuly
DNA odvozené z plazmidt nebo virt. Plazmidy jsou pfirozenou soucasti bakterialnich bunék,
nesou vlastni genetickou informaci. Plazmidy obsahuji ve své DNA sekvence, které usnadnuji
vloZeni cizorodé DNA, jeji expresi, selekci bunck atd. Jedna se o sekvenci klonovaciho mista
(polylinkeru), coz je to misto na sekvenci, kde jsou restrik¢éni mista pro fadu restrikénich
endonukledaz, kam se vklada cizorodd DNA. Dalsi vyznamnou soucasti vektoru jsou geny

selekénich markerd — obvykle gen rezistence k 1écivim, ktery zajistuje zvyhodnény rust
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bakteriim s vektorem a rozlisi tak hostitelské buniky s vlozenym vektorem od bunék bez
vektoru. Déle si vektor nese sekvence, které zajisti jeho vlastni replikaci — misto pocatku
replikace ORI.

Kromé plazmidovych existuji dalsi typy vektord, které se 1isi zejména klonovaci kapacitou —
velikost vkladané DNA pro plazmidy je do 15 kbp, pro bakteriofagy kolem 20 kbp, pro kosmidy
(plazmid s ¢asti sekvence bakteriofaga) do 45 kbp, pro BAC (umélé bakterialni chromozomy)
do 300 kbp a YAC (umélé kvasinkové chromozomy) 0,2-2 Mbp inzerty.

14.1.2 Molekularni klonovani

Klonovani genti (molekularni klonovani, klonovani rekombinantni DNA) je zakladni technikou
genovych manipulaci. Umozinuje pomnoZeni cizich genii (nebo vybranych ¢asti DNA) in vivo
Vv hostitelskych bunkach. Ziskavame tak klony DNA (soubory identickych molekul DNA).

Prvnim krokem je izolace genu, ktery se bude pienaSet. Obvykle je nejvyhodnéjsi izolovat
mRNA genu a tuto zpétné piepsat do komplementarni DNA (cDNA). Lze pouzit i synteticky
vyrobenou sekvenci. Nejbéznéjsim postupem molekularniho klonovéani je vpraveni ciziho genu
do bakterie pomoci vektoru plazmidu. Piedpokladem spojeni plazmidu s cizi DNA je vzajemna
komplementarita koncti molekul DNA. Té se da dosahnout napiiklad tak, Zze plazmid i vnasena
DNA jsou rozstépeny stejnou restrikéni endonukledzou a vytvari se kohezni konce. Rozstépena
kruhovd molekula DNA vektoru se spoji s novym genem diky komplementarité bazi v

koheznich koncich a pfidanim dal$iho enzymu DNA ligazy. Takto vznik4 rekombinantni

plazmid ptipraveny pro vneseni do hostitelskych bunék — modifikovanych bakterii (obr. 16).
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Obr. 16: Molekularni klonovani.

Pouzivaji se specialné upravené buiiky se zvySenou schopnosti pfijmout DNA — kompetentni
buriky. NejbéZnéjsi jsou bakterialni a kvasinkové buiiky, ale obcas jsou pouZivany i jiné typy
bun¢k (hmyzi, sav¢i), které ale vyzaduji jiné typy vektort. Plazmidové vektory vstupuji do
bunék prostiednictvim metod zajiStujicich prostupnost bunécéné stény a cytoplazmatické
membrany — transformaci (mirny tepelny Sok v pfitomnosti solného roztoku) nebo
elektroporaci (elektrické pulsy).

V hostitelské buiice se vektor replikuje spoleéné s novym genem (inzertem), ktery nese. Pti
déleni hostitelské buiiky se dostdvaji kopie molekuly vektoru do dcetfinych bunék, po
mnohonasobném bunééném déleni vznikaji kolonie (klony) identickych hostitelskych bunék
s rekombinantnim vektorem — gen ve vektoru je klonovany.

Cilem celého procesu je bud’ prosté pomnoZeni vloZeného genu za tcelem ziskani Cistého
vzorku genu oddé€len¢ho od ostatnich gent v bunce. Takto ziskané sekvence jsou pak lépe
zptistupnény pro dalsi studium a manipulaci.

Cely proces muze také slouzit k expresi vneseného genu — k syntéze rekombinantnich
proteini Vv hostitelskych buiikach. V tomto ptipad€ musi byt pouzity specialni vektory, které

zajisti nejen replikaci ale 1 expresi v hostitelské buiice. Expresni vektor proto obsahuje kromé
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klasickych jiz zminénych sekvenci polylinkeru, ori a selekénich markera dalsi sekvence, které
je hostitelska bunka schopna rozeznat. Nejcastéji jde o tyto sekvence: silny promotor, ktery je
rozpoznavan RNA polymerazou a fidi miru transkripce vneseného genu, sekvence vazebného
mista pro ribozom, startovaci kodon (zacatek kodujici sekvence proteinu), rizné sekvence pro
snadnéjsi purifikaci rekombinantniho proteinu, terminator transkripce. Neékteré rekombinantni
lidské proteiny uzivané jako 1é¢iva neprodukuji mikroorganismy v pottebné kvalité. Resenim
by mohla byt jejich produkce v mléce ¢i vejcich transgennich zvifat a ptakt — viz kap. Geneticky

modifikovani Zivo¢ichové.

14.2 Prenos genti u rostlin a Zivocichii

Cilem pfenosu DNA (gent) u zivoc¢ichi a rostlin (transgenoze) je obvykle exprese pfenaseného
genu (transgenu) nutna k dosazeni zadaného fenotypu. Organismus s cizim vnesenym genem
se obvykle oznacuje jako transgenni. Pro poznani funkce genu se vyuziva i vyblokovani genu

(knokaut) nebo jeho pozménéni.

14.2.1 Charakteristika transgenu

Transgen je umély genovy konstrukt pfipraveny metodami rekombinantni technologie. Sklada
se z vlastni kodujici sekvence genu, ktera je opatfena sekvencemi regulacnimi. Kodujici oblast
je sekvence, ktera urcuje, jaky protein bude produkovan. Regulaéni oblasti jsou nutné pro
expresi vnaSen¢ho genu v cilovych bunkéch napt. promotory, polyadenylacni signaly.

Promotory jsou regulacni sekvence pfed za¢atkem kodujici oblasti na 5” konci, kde dochézi k
iniciaci transkripce. Promotory tedy urcuji, ve kterych buiikach a kdy bude transgen aktivni.
Uzivaji se silné promotory, které zajisti vysoky stupen transkripce genu. Podle typu kontroly

genové exprese mohou byt rozdéleny do ne€kolika skupin:

- konstitutivni promotory jsou regula¢ni sekvence genu aktivnich ve vétSin¢ tkani —
provozni geny (house-keeping geny).
- thkanové (vyvojove) specifické promotory zajiStuji expresi v konkrétni tkdni nebo

vyvojovém stadiu — jsou uzivany zejména pro cilenou expresi do mléka a vajec.
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- indukovatelné promotory jsou aktivovany vnéjSim stimulem, ktery mize byt umeéle

regulovan — zménou teploty, piitomnosti specifické latky apod.

Transgen se pienasi bud’ do jednotlivé bunky (modifikace somatickych bunék pred klonovanim,
transgenoze u spermii) nebo do raného embrya ¢i t€la jiz vyvinutého organismu. Pienos do téla
jiz vyvinutého dospélého organismu, kdy se cizi gen dostava pouze do nékterych bunék a tkani
je podstatou genové terapie.

Genova terapie umoziuje takovou modifikaci bun¢k, kterd nahradi nefunkéni nebo chybé&jici
gen (klasickd genova terapie), utlumi/zesili G¢inky jiného genu nebo navozuje imunitu u
nadorovych nebo infekénich onemocnéni. Genova terapie dédi€nych onemocnéni u zvifat
(zejména psi) slouzi jako model pro 1é€bu ¢loveka. Genova terapie byla u zvifat experimentalné
vyuzita ve veterinarni onkogenetice napf. pro prenos genu IL12 (antitumor. u¢inky) do riznych
typt tumorti u kocek, pst, koni. U koni se experimentuje s pfenosem gent pro rustové faktory

stimulujicich hojeni do mista poranéni a s genovou terapii artritidy koni.

14.2.2 Techniky pienosu genového konstruktu

Zpusobu pienosi genového konstruktu je cela fada, 1ze je rozdélit do dvou skupin — metody
pienosu bez zacileni a metody prenosu s pfesnym zacilenim do genomu. U metod bez zacileni
dochazi k ndhodné integraci transgenu do hostitelského genomu a nelze piedpovédét, zda
nedojde Kk integra¢ni destrukci dilezitych genti nebo k aktivaci onkogent. Také nelze zajistit
expresi genového konstruktu ani jeho stabilitu a pfenos na potomstvo. Jedna se o metody star$i,
stale pouzivané nebo kombinované s metodami skupiny druhé. Obecné lze fici, ze volbu
metody ovliviiuje jeji dostupnost, druh modifikovaného organismu a zejména ucel genetické

modifikace.

14.2.2.1 Metody nahodné integrace

Lipofekce vyuziva jako nosi¢e genového konstruktu liposomy — analogy fosfolipidi
bunéénych membran. Liposomy splyvaji s cytoplazmatickou membranou a pronikaji tak do

buiiky. Pouzivano napft. pii genové terapii osteoartritidy nebo onkologickych onemocnéni.

Elektroporace je metoda vnaseni DNA do bun€k pomoci elektrickych pulst, které oteviraji

pory v membrané bunek. Pouzita napt. pfi genové terapii riiznych typu tumort u pst.
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Bombardovani mikroprojektily (genové délo) se pouziva pro transgenozi u jednodéloznych

rostlin — genovy konstrukt je na kovové ¢astici vystielen do rostlinného pletiva (obiloviny).

Agrobacterium tumefaciens je ptidni bakterie, ktera prenasi ¢ast své DNA do dvoudéloznych
rostlin. Bakterie ma plazmid Ti (tumor inducing), jehoz ¢ast T-DNA (15-30kb) se integruje do
chromozomu rostliny. Tento plazmid je vyuZzivan jako vektor k pfenosu transgenu u rostlin. T-
DNA plazmidu je nahrazena transgenem. Transformace se provadi na kulturach rostlinnych
bunck nebo na protoplastech, protoze u dosp€lé rostliny zlstava klonovany gen pouze v misté

infekce.

Provadi se také primé vstiiknuti DNA do tkan¢ - napt. DNA vakciny (vakciny 3. generace) —
DNA je tvofena genem antigenu patogenu. V téle je poté piepsana do mRNA a do proteinu,

coz nasledn¢ vede ke tvorbé protilatek.

Velmi ¢astou metodou je vyuziti mikroinjekce. Principem je vpichnuti roztoku s genovym
konstruktem mikromanipulatorem do oplozeného vajicka pted splynutim prvojader. Embryo je
preneseno nahradni matce, miiZe se narodit transgenni potomek. Uinnost je udavana do 5 %.
Nevyhodou je potfeba superovulace pro ziskani vajicek a naro¢nost ovladnuti

mikromanipulaéni techniky. Siroké vyuZiti hlavng u mysi a ryb.

Vektory odvozené od virii se pouZivaji zejména v transgenozi eukaryot. Viry maji v tomto
piipadé ¢ast vlastnich genli nahrazenu transgenem a jsou upraveny tak, aby neohroZovaly
piijemce patogenitou, ale zachovaly si schopnost priniku a pomnoZeni v bunce. Nejvice
pouzivany jsou retroviry, adenoviry. Misto integrace do genomu je nahodné. Existuji vSak
bezpe€nostni rizika — retroviry mohou aktivovat sousedici geny, vcetn¢ onkogenii —

karcinogeneze.

14.2.2.2 Metody umoziiujici piesné zacileni genetické manipulace

Genovy knokaut je vyblokovani konkrétniho genu. Vyfazeni genu z funkce a pozorovani
rozdila ve fenotypu umoziuje odvodit pravdépodobnou funkci genu. V tomto pfipad¢€ je znamo
piesné misto genové modifikace. Pouziva se pii studiu funkce genii na mySim modelu.

Metoda je zalozena na vyuziti embryonalnich kmenovych bunék (ESC), coz jsou buiiky raného
embrya, nediferencované, pluripotentni, schopné diferenciace do jakékoliv tkadné. Na téchto
bunikdch je proveden genovy knokaut homologni rekombinaci, buiiky jsou vpraveny do

recipientniho embrya a toto embryo je pfeneseno pseudopregnantni samici. Narozeni potomci
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jsou chimérami, maji buiikky embrya s vyblokovanym genem a buiiky embrya, které ho pftijalo.
Piedpokladame, Ze v dalSich generacich ziskame potomstvo plné odvozené z knokaut bunék.
Ackoliv je u€innost metody nizké (desetiny procenta), existuji dnes uz tisice knokaut kmeni
mysi pro rizné geny. Knokaut mysi se uplatiiuji téméi ve vSech oblastech fyziologie savcl —
pii studiu role gent, vyvoje organismu, jako modely chorob apod.

Vyblokovani genu je mozno docilit i tzv. genovym knockdownem. Vyuziva se nekodujicich a
protismyslnych ribonukleovych kyselin k hybridizaci se specifickymi transkripty, které jsou
timto zpusobem oznaceny k likvidaci a tak se dale neptekladaji do proteinu. Dochazi
K potranskripéni inaktivaci gent (gene silencing). V tomto piipadé tedy neni ovlivnéna
primarni struktura DNA genu jako je tomu u genového knokautu, ale potlacuje se translace
konkrétniho genu. Tato metoda nachézi aplikace i v oblasti virovych infekei — cileni na zivotné
dilezity gen piivodce choroby vede k zablokovani zivotniho cyklu.

Jedna z nejnovéjSich metod genovych modifikaci (r. 2012) nese oznaceni CRISPR-Caso.
Vyuziva bakterialni systém obrany proti bakteriofagiim. Zjednoduseny princip CRISPR-Cas9
spociva v tom, ze bakterie ¢ast DNA bakteriofaga, kterym byla infikovana, za¢leni do svého
genomu v mist¢ nazvaném CRISPR. Jakmile dojde k opakované infekci, bakterie podle
informace v CRISPRu vytvoii RNA, ktera vyhleda nukleovou kyselinu faga a za pomoci
enzymu nukledzy Cas9 ji roz$tépi. Pfi zkoumani tohoto bakteridlniho systému se ukézalo, Ze je
mozno ho ,,programovat®. Umoziiuje jak vyblokovat gen, tak ho pozménit ¢i vnést gen novy
neboli presné editovat genom. Pouzivani CRISPR-Cas9 se v genovych manipulacich rychle
roz§ifuje, protoze metodu lze vyuzit s vysokou Géinnosti univerzalné pro cilené zasahy do

genomu u vSech organismul.

14.3 Prehled nékterych produktii rekombinantnich technologii

vvvvv

mikroorganismll. Rekombinantni proteiny se vyuZivaji zejména v lékafstvi, farmacii a
souvisejicich oborech (hormony, cytokiny, vakciny, antigenni proteiny pro diagnostické sety,
enzymy pro molekularni biologii, celkové stovky riznych druhii proteinti), potravinaistvi
(rennin, protedzy, amylazy, laktazy apod.) a dalSich primyslovych odvétvich (papirensky,
kosmeticky, textilni aj. — napf. lipaza, protedza, lakdza). U mikroorganisml se také fada

modifikaci tykd konstrukce ¢i upravy metabolickych drah za ucelem vys$si produkce
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pozadovanych metabolitii (etanol, rozpoustédla, aditiva, barviva, antibiotika) nebo zvySeni
schopnosti degradace Skodlivych latek (remediace — degradace olejovych skvrn, tézkych kovi,

herbicidu).

14.3.1 Transgenni rostliny

Jako prvni bylo v USA udéleno povoleni k péstovani rajcete se zpozdénym dozravanim uz v r.
1994 pro potravinaiské ucely. V soucasné dobé je rozliSovano uz pét generaci transgennich

rostlin podle zptsobu jejich pouziti.

- prvnl a druha generace jsou rostliny, které jsou upraveny z hlediska zpasobu jejich
pestovani. Maji vneseny geny zajistujici jejich odolnost vici Skiidciim, herbicidim
nebo abiotickym stresiim (chlad, sucho, zasoleni ptidy, delsi skladovatelnost).

- treti generaci jsou rostliny s vy$si nutricni hodnotou — vnesené geny napf. upravuji
obsah vitamind nebo méni slozeni mastnych kyselin (zlata ryze).

- Ve ctvrté generaci vznikly geneticky modifikované tzv. ekologicky vyhodné rostliny
(fytoremediace).

- pdtou generaci tvoii rostliny produkujici suroviny pro primysl (bionafta, Skrob,

biodegradovatelné materialy) a zdravotnictvi (1é€iva, vakeiny, protilatky).

U dfevin jsou experimenty zamétfeny na pozménovani struktury dfeva, urychleni ristu, odolnost
vici onemocnénim ¢i na zménu reprodukéniho cyklu.

Zatim se muzeme setkat zejména s rostlinami prvni az tieti generace.

14.3.2 Transgenni Zivocichové

Prvni geneticky modifikovana domaci zvifata byla ptipravena uz v roce 1974 (transgenni mys).
Do soucasné doby byly provedeny modifikace a pfenosy stovek rtiznych gent. Genetické

modifikace u zivoCicht se provadéji zejména v nasledujicich oblastech:

Modely v zakladnim vyzkumu

Drtiva vétSina genetickych modifikaci zivocichd probiha v zakladnim vyzkumu a to jak u

obratlovcu tak u bezobratlych napt. u hlistice Caenorhabditis elegans, octomilky Drosophila
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melanogaster, kaprovité rybky Dania pruhovaného a zejména u laboratornich mysi, potkani
ale i u prasat. Genové manipulace u téchto organismti umoznuji zkoumat funkce gent a jejich
regulacnich oblasti, vytvaret modely chorob a vyhledavat cile a zpisoby 1écby. Transgenni
zivoCichové hypersenzitivni k mutagenim nebo karcinogentim jsou vyuzivani k testovani

toxicity latek vnéjsiho prostedi, farmak aj.

Bioreaktory — produkce transgennich proteint v mléce, modi, krvi a jinych tkanich

(animal pharming)

Ke genetické modifikaci se v tomto ptfipadé pouziva transgen slozeny z kodujici sekvence
zadaného proteinu, kterd je opatfena regulacnimi sekvencemi gentl exprimovanych v mlééné
zlaze, vejcovodu ¢i ledvinach. Metoda je vyuzivana zejména pro produkci lidskych proteinii
vyzadujicich specifické potranslacni modifikace a u téch, kde je jejich spotfeba velmi vysoka
(napt. srdzlivé faktory, sérovy albumin). Ne&kolik transgennich zvifat produkujicich
rekombinantni protein by stacilo pokryt potfebu vSech nemocnych. Dnes je jiz nékolik
povolenych komeréné dostupnych rekombinantnich 1é¢iv ziskdvanych z mléka transgennich

zvirat.

ZvySeni produkénich znaki, rezistence viici chorobam

V oblasti zvySovani produkénich znakt pomoci genovych manipulaci se fada pokusi tykala
zvySovani rastovych schopnosti (pfenos riznych geni somatotropni osy). Vysledkem je
transgenni losos, ktery je povolen k chovu a prodeji v Kanadé a USA. U nékterych plemen
skotu se vyskytuje pfirozend mutace genu myostatinu, kterd vede k nadmérnému ristu svali
(dvojité osvaleni). Ukazalo se, ze gen myostatinu 1ze uméle zablokovat genovym knokautem i
u dalSich obratlovct (mysi, ryby). Transgenoze se tyka také zmény travicich schopnosti, ktera
by umoznila rozsitit paletu krmiv, popf. snizit ekologickou zatéz prostiedi — schopnost
redukovat toxicitu nékterych rostlin u prezvykavcil, schopnost travit celulézu — u dritbeze a
nepiezvykujicich savci, prasata 1épe vstiebavajici fosfor. Genetickymi modifikacemi se méni i
sloZzeni a kvalita potravin zZivo¢isného plivodu. Zna¢na pozornost je vénovana modifikacim
mléka skotu — pfenosy genti pouzity napt. pro zvySovani obsahu kaseinu, zmény obsahu tuku,
snizovani obsahu laktdzy nebo pii pokusu o tvorbu humanizovaného mléka (pfenos genil

lidskych mlé¢nych proteintll) jako potencidlni ndhrazky mléka matetského. U masa je usili
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zaméieno na zménu podilu mastnych kyselin. U driibeze je v centru pozornosti zména
zastoupeni jednotlivych bilkovin ve vejcich.

Rada experimenttl se vénuje zvy$ovani rezistence viiéi riiznym typiim onemocnéni. Genetickou
modifikaci byly ziskany napf. kravy a kozy s vyssi rezistenci vic¢i mastitidam (gen lysostafinu
a lysozymu exprimovany v mlééné zlaze), zvifata rezistentni vaci prionovym chorobam
(knokaut prionového genu), linie kura odolné k virové leukoze nebo ryby odolnéjsi K
bakteridlnim onemocnénim (gen lysozymu).

Genetické modifikace probihaji také u hmyzu — pracuje se na geneticky modifikovanych
komarech rezistentnich vi¢i ptivodcim malarie ¢i transgennim bourci moruSovém, ktery

produkuje pavouci vlakno.

14.4 Hodnoceni rizik, legislativa, GMO v EU a CR

V soucasné dob¢ jsou genové manipulace a geneticky modifikované organismy piredmétem
mnoha diskusi. Tyto zahrnuji celou Skalu ndzorl od zasadni kritiky aZ po nadSeny obdiv. EU
se k této oblasti stavi zdrzenlivé, v jinych ¢astech svéta (Amerika, ¢ast Asie) je piistup ke GMO
vstticny.

Nakladani s GMO je v Ceské republice vymezeno zakonem ¢. 78/2004 Sb., o nakladani s GMO
a genetickymi produkty (vychazi z evropské smérnice 2001/18/EC o zamérném uvolfiovani
geneticky modifikovanych organismii do ob&hu). Genetickd modifikace je definovana jako
cilend zména zplsobena vnesenim nebo vynétim c¢asti DNA takovym zplsobem, jehoz
nedosdhneme pfirozenou rekombinaci. Geneticky modifikovany organismus je organismus,
jehoZz geneticky materidl byl zménén genetickou modifikaci. Kromé téchto obecnych
ustanoveni zdkon vymezuje pravidla uvadéni GMO do Zivotniho prostiedi a na trh i dalsi
pravidla a povinnosti tykajici se nakladani s GMO. Zakon vychazi z principu predbézné
opatrnosti (Cartagensky protokol o biologické bezpeénosti k Umluvé o biologické rozmanitosti,
2000 Montreal). Tento princip znamena, ze vzdy, kdyZ existuje riziko mozného nebezpedi, je
tieba jednat tak, jako by toto nebezpeci bylo realné. A to iV pfipad¢, Ze riziko neni zcela

oveérené.
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14.4.1 Typy nakladani s GMO

Zakon stanovuje 3 typy nakladani s GMO.

Uzaviené nakladani — pfi tomto zpisobu nakladani s GMO je zabranéno uniku GMO mimo
prostor, kde se s modifikovanymi organismy naklada (laboratote, skleniky). V CR vice nez 100
pracovist’ naklada s GMO v tomto rezimu.

Uvadéni GMO do Zivotniho prostiedi — znamena péstovani v polnich pokusech nebo chov v
experimentalnich chovech. Musi byt vytvotfeny takové podminky, aby nemohlo dochazet ke
kontaminaci okolniho prostedi.

Uvadéni GMO a produkti do obéhu — znamena jejich dovoz, zpracovani, prodej, chov, nebo
péstovani. V. CR se mohou péstovat geneticky modifikované plodiny, které prosly
schvalovacim procesem v EU a byly zapsany do evropského katalogu odrid. K péstovani je v
EU povolena kukufice odolna viigi zavije¢i kukufiénému (k 1. 11. 2018). V roce 2018 se v CR
geneticky modifkované plodiny pro uvadéni na trh nepéstovaly. K uvedeni na trh jsou v EU
povoleny geneticky modifikovany bavlnik, kukutice, fepka, sdja, cukrova fepa a karafiaty.
Vétsina geneticky modifikovanych produkti jsou soucasti krmnych smési pro zvirata (85 %
krmnych smési). Piehled schvalenych GM potravin a krmiv lze nalézt v Registru EU geneticky

modifikovanych potravin a krmiv (http://ec.europa.eu/food/dyna/gm_register/index_en.cfm).

14.4.2 Legislativa a hodnoceni rizik GMO

O uvedeni GMO na trh se rozhoduje na trovni Evropské unie, zbylé dva zpiisoby nakladani
fesi prislusné staty. V CR vede evidenci nakladani s GMO Ministerstvo Zivotniho prostiedi
https://www.mzp.cz/cz/registr_povolenych_geneticky modifikovanych_organismu
https://www.mzp.cz/cz/registr_uzivatelu_geneticky _modifikovanch_organismu).

Vsechny GMO musi projit schvalovacim procesem. Hodnoceni rizik a schvalovani GMO
provadi Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) ve spolupréci s ¢lenskymi staty EU
podle ptesné danych metodik. Stanoveni rizika nakladani s GMO zahrnuje srovnavaci analyzu
s konvenénimi plodinami, posouzeni moZznych pifimych i neptimych Skodlivych G¢inkd na
zdravi Cloveka a zvitat (toxikologie, alergenita, nutricni hodnota), vliv na Zivotni prostiedi a

biologickou rozmanitost. Pfi hodnoceni rizik GMO plati zésada, Ze jsou posuzovany
individualné ptipad od ptipadu v celkovém kontextu jejich vyuziti. VétSina dosud provedenych

studii nepotvrdila, Ze by GM potraviny piedstavovaly hrozbu pro ¢lovéka nebo Zivocichy.
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Existuje n€kolik studii, kde byl negativni vliv GMO diety na mysi nebo krysy prokéazan, tyto
jsou ale degradovany $patnou metodikou pokusu. Nejasny je zatim také dlouhodoby vliv GMO
na ekosystémy.

Evropska legislativa nafizuje oznaCovani potravin, které obsahuji GMO. Hlavnim kontrolnim
organem CR pro nakladani s GMO je Ceské inspekce Zivotniho prostiedi (CIZP). Utedni

kontrolu GM potravin na trhu v CR provadi Statni zemé&dé&lska a potravinaiska inspekce (SZPI).
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15. Genetika laboratornich zvirat

Experimenty na zvifatech jsou dnes nedilnou soucasti védy. Zvitata jsou pouzivana jednak jako
modelové systémy pro nékterd lidskd onemocnéni, ale také napt. pfi testovani genotoxicity
(kapitola Mutace, mutageny a jejich vyznam) a bezpecnosti novych terapeutickych postupt a
1é¢iv. Mimo tyto priklady z oblasti mediciny jsou zvirata také vyuzivana v zakladnim vyzkum
(napf. pro popis funkce a exprese genll) nebo ve vysSim vzdélavani a ochran¢ Zivotniho

prostiedi.

15.1 Definice laboratorniho zvirete, historie

V ramci experimentovani na zvifatech rozliSujeme tato zvifata na dvé skupiny. Pokusna
zvirata jsou jakékoliv zvifata (obratlovci), na kterych jsou provadény experimenty. Nejsou zde
stanoveny zadné specifické pozadavky na vlastnosti takového zvifete. Tedy nerozhoduje vek,
pohlavi, zdravotni stav ani individudlni historie a vlivy prostfedi. Pokusnym zvifetem se tedy
muze stat jakékoliv zvife (vyjma fetalnich a embryonalnich forem). Naproti tomu laboratorni
zvire je pfesné definovano jak po strance fyziologické, tak genetické a je po vSechny generace
chovano v pfesné kontrolovanych podminkach laboratornich chovili. Tyto podminky zajist'uji
co nejvyssi uniformitu laboratornich zvitat patficich do jedné linie a jsou vyZzadovany pro
zajisténi vysoké vypovidaci hodnoty provadénych experimentl. Pokud bude provadén
experiment na pokusnych zvifatech, nelze s urcitosti fici, jestli pozorované odchylky v reakci
na dané experimentalni schéma jsou dany odliSnostmi v provedeni experimentu (napft. rozdilna
davka testované latky), nebo individudlni variabilitou vybranych pokusnych zvifat
(individualni genetickd variabilita, plisobeni rozdilnych faktord prostiedi a vySe jmenované),
ptipadné soucinnosti obou faktorti. Laboratorni zvifata limituji tuto variabilitu na minimum,
takze pozorované vysledky jsou z velké miry disledkem experimentdlniho designu a ne
okolnich faktorti. To ma za nésledek také to, ze pro dosazeni statisticky vyznamnych vysledk
je zpravidla potieba pouziti niz§iho poctu laboratornich zvitat nez v ptipad¢ pouziti pokusnych
zvirat.

Historie pokusnych zvifat sahd minimalné¢ do starovéku, kde byla pouzivdna zvifata pro

testovani napt. ucinku pfirodnich jeda. V antice byla zkoumana anatomickd stavba zvitecich
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tél a byly provadény prvni fyziologické pokusy (napt. Hippokrates a Galen). Obdobi stiedoveku
nebylo obecné naklonéno védeckému poznani a ani pokusy na zviratech nebyly vyjimkou.
K obnoveni zajmu doslo az v obdobi renesance, kdy byly provadény pokusy v oblasti
komparativni anatomie (Vesalius). Stale ¢astéjSim nastrojem poznani v této oblasti byly az do
18. stoleti vivisekce (chirurgické experimenty bez anestezie). V 19. stoleti se spolu s rozvojem
védeckého poznani presouva pozornost k mikrobiologickym a imunologickym pokustim (napf-.
Koch, Pasteur). Obzvlast¢ imunologické pokusy s cilem produkce vakcin mély za nasledek
strmy nartst poctu pokusnych zvitat. Vrcholem pouziti pokusnych zvitat pro produkci vakcin
byla polovina 20. stoleti, kdy byly pouzity miliony primati pro vyrobu vakciny proti obrn¢. Ve
20. stoleti doslo k rozsiteni pouziti pokusnych zvirat do dalSich oblasti, jako napt. testovani
1é¢iv, potravinovych doplitki a kosmetiky nebo psychologické pokusy obzvlasté na primatech.
Naproti tomu dosSlo k utlumeni pouZzivani zvifat v produkci vakcin z diivodu objeveni

alternativnich metod.

15.2 Genetika laboratornich zvirat — linie, kmeny laboratornich zvirat

Z pohledu genetiky rozliSujeme outbredni laboratorni zvifata a inbredni laboratorni zvitata.
V obou piipadech plati, Ze zvifata jsou chovana v kontrolovanych podminkach, ale je zasadni

rozdil v pfistupu k jejich plemenitbé.

15.2.1 Outbredni laboratorni zviirata

Outbredni laboratorni zvifata jsou parena systémem nepiibuzenské plemenitby. RozliSujeme

nekolik zakladnich forem tohoto stylu plemenitby:

- Qut-crossing
- Jednoduchy outbreeding

- Rotacni outbreeding

Out-crossing, n¢kdy také oznacovan jako osvézeni krve, je metoda plemenitby zalozena na
periodickém piisunu jedincii stejného plemene (kmene) z nepiibuzného chovu do chovu, kde
ma k osvézeni krve dojit. Obvykle to funguje tak, ze jsou do chovu kazdou x-tou generaci

pribrani samci z neptibuzného chovu. Samci se vybiraji z divodu vyssiho poctu potomk.
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K této forme¢ plemenitby dochdzi napi. u chovli, kde doslo ke snizeni celkové fitness
ptitomnych jedincii. K takovému poklesu muze dojit chybou v provadéni plemenitby,
gradudlnim poklesem heterozygotnosti v pritbéhu mnoha generaci, nebo genetickym driftem
v malych chovech. Nevyhodou tohoto piistupu je nebezpeci zavleceni a rozsifeni dédicnych
chorob (efekt zakladatele).

Jednoduchy outbreeding je oznaceni pro nahodnou plemenitbu. Nahodna plemenitba se provadi
tak, ze do reprodukce je vzdy zafazovan pouze jeden samec a jedna samice z dané rodiny tak,
aby se pifedeslo pfibuzenskému kiiZzeni. Tato metoda chovu je vhodnd pro velké produkcni
chovy, kde v dusledku vysokého poctu jedinct v kazdé generaci klesa riziko sniZzeni
heterozygotnosti a genetického driftu.

Rotacni outbreeding ma nékolik stupiii v zavislosti na komplexnosti zvoleného schématu.
Chov je pti vyuZiti této metody déale délen na podjednotky. V ptipadé¢ jednorodinovych systémil
je chov rozdélen na jednotlivé rodiny a samci jsou prenaSeni v pevné daném schématu do
okolnich rodin. Pro pfedstavu, pokud mame chov rozde¢len na tfi rodiny A, B a C, pak samec
z rodiny A bude pafen se samici z rodiny B, samec z rodiny B se samici z rodiny C a samec
zrodiny C se samici z rodiny A. V ptipadé skute¢nych chovi je samoziejmé pocet rodin
podstatné vyssi.

Dals§i moznosti je piipousténi dvourodinovych skupin. Kazda skupina v takovém chovu je
sloZzena ze dvou rodin, kdy z kazdé rodiny dané skupiny je vybran jeden samec, ktery je
ptenesen do jiné skupiny, kde je nahodné piifazen k samici z jedné ze dvou pfitomnych rodin,
druhy samec z téze skupiny je pak ptifazen k samici z druhé rodiny. Pro pfedstavu, pokud
mame skupiny oznacené 1, 2, 3, atd. Ve skupin€ 1 méme rodiny A a B a ve skupin€ 2 mame
rodiny C a D, pak samec z rodiny A je nahodné pfifazen k samici z rodiny D a samec z rodiny
B je ptifazen k samici z rodiny C. K rotaci zde dochézi v ramci skupin, takze samci ze skupiny
1 jsou predani do skupiny 2, ze skupiny 2 do skupiny 3, atd. Pfifazovani samcii k samicim je
nahodné, takze v predeslém piipad¢€ je stejné pravdépodobné, Ze dojde k pfifazeni samce A
k samici D nebo samici C. Pro lepsi piedstavu si prohlédnéte obrazek 17.

Poslednim zde probiranym systémem chovu outbrednich laboratornich zvifat je rotacni
pfipousténi chovnych skupin. Na rozdil od pfedeslych ptikladi rotacnich systému vyuziva tato
metoda pfenos jak samct, tak samic. Obvykle se pfenaseji samci a samice opacnym smérem.
Pokud jsou skupiny rozdéleny na jednotlivé rodiny lze uplatnit ndhodnou distribuci
pirenaSenych jedinct jako v pfipadé¢ dvourodinovych systémti. Stejné jako v predeslych

systémech je vhodné v kazdé generaci prenaset pouze jednoho samce a jednu samici. Tato
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Obr. 17: Schématické zobrazeni rotaéniho outbreedingu dvourodinovych skupin. Skupiny

oznaceny Cislicemi, rodiny oznacCeny pismeny.

Outbredni laboratorni zvifata se vyuzivaji tehdy, kdyz jejich genetickd variabilita neni
omezujicim faktorem v ur€itém typu experimentu nebo kdyZ je naopak zadouci. Je tfeba
zduraznit, Ze 1 kdyz jsou tato zvifata geneticky variabilni, vySe popsané postupy zajistuji urcitou
standardizaci jednotlivych kment. To znamenad, Ze jedinci jednoho outbredniho kmene jsou si
navzajem podobngéjsi nez jedinci jiného outbredniho kmene a informace o pouzitém kmenu jsou

vyznamné pro popis provadénych experimentt.

15.2.2 Inbredni laboratorni zvifata

Inbredni laboratorni zvifata jsou chovana systémem piibuzenské plemenitby. V chovu postupné
klesa heterozygotnost, cozZ je vyjadieno vzristajicim koeficientem inbreedingu ozna¢ovaného

jako F. V tomto misté je potieba zduraznit, Ze koeficient inbreedingu vyjadiuje zastoupeni
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gent, které jsou homozygotni v disledku ptibuzenského kiiZeni, ale nevypovida nic o jinych
divodech homozygotnosti. Pokud tedy mame zviie s F = 0,5, tak takové zvife ma polovinu
vSech genii homozygotnich v disledku pribuzenského kiiZeni, ale celkovy pomér
homozygotnich gent bude zcela jisté vyssi.

Skupina jedinct jednoho druhu, ktefi sdileji téméi identicky genotyp v disledku ptibuzenské
plemenitby je oznacovana jako linie nebo kmen. V piipadé inbrednich chovi rozlisSujeme tii
tirovn& piibuzenské plemenitby. Uzka piibuzenska plemenitba oznaGuje pafeni sourozenci,
nebo rodicl a potomki. Stiedni ptibuzenska plemenitba pak zahrnuje pareni vzdalenéjSich
piibuznych jako sestfenice a bratranci, synovci a tety atd. Vzdaleny piibuzensky inbreeding
zahrnuje viechny jestd vzdalengjsi moznosti. Uzka plemenitba se pouziva k tvorb& novych
inbrednich linii, kdy k narGstu F na 99 % staci 20 generaci pareni bratr x sestra. Stiedni
ptibuzenskd plemenitba se pouzivd bud’ v produkénich jednotkach inbrednich chovil, nebo
k ozdraveni vysoce zinbredizovanych linii. Vzdalena piibuzenska plemenitba se pak rovnéz
pouziva pro ozdraveni chovil, navic k ni mize dochazet netimysIné v outbrednich chovech.
jednotkou je chovné jadro. V chovném jadru se udrzuje charakteristika daného kmene. Zvitata
jsou individualné cislovana a vedou se detailni zaznamy. Jedinci v chovném jadru jsou
sledovani a testovani tak, aby byla zajiSténa kontinuita specifickych vlastnosti dan¢ho
inbredniho kmene. Jedinci jsou zde kiizeni na zaklad¢€ principu uzké ptibuzenské plemenitby,
nejCasteji bratr x sestra. Niz§im stupném v ramci chovu jsou meziprodukéni jednotky. Do
meziprodukénich jednotek se dostdvaji zvifata z chovného jadra, kterd nebyla vybrana pro
udrzovani tohoto jadra. I zde dochdzi k uzké ptibuzenské plemenitbé. Meziprodukéni jednotky
slouzi zejména k pomnozeni chovnych zvitat, aby byla zajisténa pozadovana uroven produkce
zvitat daného kmene. Do poctu chovanych jedinct jsou nejpocetnéjsi produkeni jednotky.
V produkénich jednotkach dochdzi k maximalnimu pomnoZeni inbrednich zvitat bez ohledu na
piibuzenské vztahy. Zvitata v produkcnich jednotkach jsou potomky rodi¢t bud’ z chovného
jadra, nebo meziprodukcnich jednotek. Zvife z produkéni jednotky se nemuze stait chovnym
zvitetem, tedy neni mozné ho presunout do chovného jadra, nebo meziprodukéni jednotky.
Nékteré chovy maji navic jesté selekéni jednotku. Selekeni jednotka obvykle slouzi k zakladani
novych chovnych jader vybirdnim jedincti se zajimavymi odchylkami od ptivodniho inbredniho
kmene. V ranych fazich vyvoje inbredniho chovu slouzi selek¢ni jednotka také ke zkvalitnéni
stavajiciho chovu.

I kdyz existuje fada druhi, které se daji vyuzit jako laboratorni zvifata, nasledujici popis jejich

genetickych vlastnosti plati v plné mife zejména pro laboratorni hlodavce, hlavné mysi a
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potkany. U jinych sav¢ich, ptfipadné ptacich druhi jsou principy stejné, ale nabidka

srovnatelnych kmeni je obecné omezeng;jsi.

15.2.2.1 Inbredni deprese

Vytvaieni novych inbrednich chovii velmi Casto narazi na jev tzv. inbredni deprese. Pod
pojmem inbredni deprese se rozumi obecné snizeni vitality a odolnosti zvifat v disledku
znaky maji v genomu obvykle recesivni charakter. Pokud tedy kiizime ptibuzné jedince, ktefi
jsou heterozygotni v takovém znaku, vyznamné stoupd Sance, ze dojde ke spojeni dvou
recesivnich alel a tedy k negativnimu projevu, ktery podmiiuji. Inbredni deprese se obvykle
projevuje nejsilnéji v pocatecnich generacich, kdy je nariist homozygotnosti nejrychlejsi. Po
dosazeni 15. - 20. generace uz inbredni deprese obvykle vyznamné nestoupa, nebot’ vétSina
gent je jiz v homozygotnim stavu a k potencidlnimu negativnimu projevu tedy doslo uz diive.
Typickymi projevy inbredni deprese je snizend plodnost, zvySeny vyskyt malformaci plodu,

kompromitovany imunitni systém a ristova retardace ¢asto spojena s metabolickymi defekty.

15.3 Vyuziti kmenii laboratornich zvirat

Praktické vyuziti kment laboratornich zvitat ve vyzkumu se primarné€ odviji od charakteristiky
daného kmene. Kmeny jsou Casto vytvafeny za konkrétnim tcelem a to az do takové hloubky,
Ze mohou umoznovat studium konkrétnich genti. Pokud je nové vytvareny kmen urcen praveé
pro studium jednotlivych genil a jejich variant, je nutné zajistit, aby poZadované varianty
studovanych genti nebyly v prib&hu generaci ztraceny. Jako ukazatele (markery) pritomnosti
vybranych sekvenci Ize pouzit pfimo dan¢ varianty (SNP nebo inzerce/delece), za predpokladu,
ze tyto varianty jsou znamy. Pokud zndmy nejsou, nezbyva nez se spoléhat na nepiimé markery,
nejcasteji mikrosatelity.

Z hlediska genetiky se inbredni kmeny laboratornich zvitat déli do celé fady skupin:

Syngenni kmeny — kmeny vzniklé¢ opakovanym Uzkym ptibuzenskym kiizenim (nejcastéji
bratr x sestra) po dobu alesponi 20 generaci. V prvnich fazich tohoto procesu dochazi v ptivodné
heterogenni/heterozygotni populaci k vyStépeni homozygotnich genotypli, které soucasné

vytvareji dal$i mozné kombinace s homozygotnimi genotypy v jinych genech genomu. Tim
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vznikaji jednotlivé kmeny charakteristické konkrétni kombinaci homozygotnich genotypt
Vv jednotlivych genech. Nékteré kombinace nikdy nevzniknou at’ uz v diisledku ndhodnosti nebo
proto, ze jsou letalni, jiné vykazuji charakteristickd postizeni nebo charakteristické normalni
rysy. Tyto kmeny mohou slouzit jako zaklad pro tvorbu nékterych dalSich druht inbrednich
kment. Syngenni kmeny jsou povazovany za témét homozygotni (>99 %) a geneticky identické
(isogenni). V soucasné dob¢ existuje asi 20 tisic riznych kmeni mysi a odhaduje se, Ze
potencial je jest¢ o tad vic. Existujici syngenni kmeny tedy ptedstavuji mnoho moznych
genotypt daného druhu v homozygotnim stavu, nesenych mnoha geneticky totoznymi jedinci.
Z tohoto divodu jsou syngenni kmeny umoznujici volbu genotypt vhodnych pravé pro dany
experiment mimofadnym nastrojem genetického vyzkumu. Vzhledem Kk tomu, ze v prubéhu
inbredizace jsou velmi ¢asto fixovany alely s negativnim vlivem na svého nositele, 1ze syngenni
kmeny obvykle vyuzivat jako modelové organismy pro takto podminéna onemocnéni bez
nutnosti dal§ich zasahii. Jako ptiklad l1ze uvést krysi kmen ACI, ktery je nachylny k vyskytu

vrozenych defektl, onemocnéni ledvin a nadord.

Koisogenni kmeny — jedinci takového kmene se od sebe odlisuji pouze v jednom lokusu. Tyto
kmeny jsou odvozeny od kmenii syngennich. Vznik koisogennich kmenti je zptisoben vyskytem
mutace. Tato mutace miize byt bud’ spontanni, nebo indukovana vnéj$im mutagenem. Pokud se
u jedince syngenniho kmene projevi potencialné zajimava mutace, mize byt tento jedinec dale
kiizen s jedinci plivodniho kmene a dat tak vzniknout novému koisogennimu kmenu.
Koisogenni kmeny vytvafené pomoci indukovanych mutaci nesou zvySené riziko, Ze
plusobenim mutagenu doslo k introdukci vysSiho postu zmén v DNA a nejsou tedy skutecné
koisogenni. V pfipad¢ indukovanych mutaci je tedy potieba vyuzivat markery K potvrzeni, ze
nedoslo k fixaci dalSich variant. Koisogenni kmeny se Casto vyuzivaji k popisu funkce gent, ve

kterych se tyto kmeny lisi.

Rekombinantni kmeny — vznikaji kiizenim dvou pfislusnikti riznych inbrednich kment (P),
jejichz potomci (F1) jsou kiizeni mezi sebou a takto vznikli jedinci (F2) jsou kiiZeni bratr x
sestra po dobu dalSich nejméné 20 generaci. Takto vzniklé rekombinantni kmeny maji genom
slozeny z oblasti identickych bud’ s jednim nebo S druhym parentalnim kmenem (P). Tyto
kmeny obohacuji nabidku syngennich kment a byly vyuzivany k popisu vazebnych vzdalenosti

a tvorbé€ genetickych map s vyuzitim ¢etnosti rekombinace.

Kongenni kmeny — pfisluSnici kongenniho kmene se od sebe navzajem odlisuji v jedné oblasti

genomu, kterd zahrnuje vice lokust. Tyto kmeny vznikaji zpétnym kiizenim. Nejprve jsou

154



zktizeni jedinci z dvou nepiibuznych parentalnich inbrednich linii. Ve vSech dalsich generacich
(minimalné 10) jsou potomci kiizeni s jedincem z jednoho parentalniho kmene (zpétné kiizeni)
a probihd u nich selekce na pfitomnost genomické oblasti zajmu s vyuzitim pfimych nebo
nepfimych markerii. Vysledkem je kongenni kmen, kde jsou jedinci s vyjimkou selektované
oblasti identi¢ti s parentalnim kmenem pouzitym ke zpétnému kiiZeni. U kongennich kment je
potfeba kontrolovat genomickou oblast zajmu v kazdé dalsi generaci, aby nedoslo k jejimu
ztraceni. Kmeny mys$i kongenni pro oblast hlavniho histokompatibilitniho komplexu byly
V minulosti klicovym nastrojem pro odhaleni principii regulace imuntnich funkci. Buné¢nymi
manipulacemi lze ziskat i kmeny konsomické, které se shoduji v celém svém genomu
s vyjimkou jednoho celého chromozomu. Slouzi ke studiu funkci genti lokalizovanych na
konkrétnim chromozomu, coz my vyznam napiiklad pii objasiiovani poruch spojenych

s aneuploidiemi.

Mutantni kmeny — jsou kmeny nesouci urcitou, Casto patologickou mutaci. Jsou opét
homozygotni a syngenni, coz umoznuje studium G¢inkii téchto mutaci na vétSim mnozstvi
identickych zvitat homozygotnich pro danou mutaci. Tyto kmeny slouzi jako biomodely,

nejcasteji pro vyznamné lidské nemoci.

Transgenni kmeny — genom zvifat, ze kterych vznika transgenni kmen, obsahuje cizorodou
kodujici DNA. Forma cizorodé DNA ma nej€astéji bud’ charakter (komplementarni) cDNA
nebo (genomické) gDNA. Mohou byt pfenaSeny bud’ jednotlivé geny, nebo del$i genomické
useky nesouci vice lokusii. Transgenni kmeny slouZzi nej¢astéji jako modelové organismy pro
studium nejen lidskych onemocnéni, nebo jako bioreaktory pro produkci farmaceuticky
vyznamnych proteint. Tvorba transgennich kmeni je pomérné narocnd. Transgen je riznymi
zpisoby vkladan do embrya, kde idedln¢ dojde k jeho zaclenéni a nasledném pienaseni do
viech dcefinych bunék. Uspéiné zalenéni a nasledna exprese prenaseného transgenu jsou
potad pomérné malo Casté (obvykle do 10 %). Transgen se zacleniuje do genomu obvykle
nahodné a mize se tedy zaclenit do mist v genomu, kterd nejsou expresi genti naklonéna, napf.
vysoce methylované oblasti nebo bezprostifedni blizkost regulacnich sekvenci. Pokud neni
introdukce transgenu do vyvijejiciho se embrya spravné provedena, mize také dochazet
k objevu mosaicismu a néktefi nebo vSichni potomci takovéhoto jedince pak nebudou dany
transgen nadale prenaSet. K umlceni nebo Uplné ztraté transgenu milze dochéazet také
pusobenim dal$i genomickych mechanizml a je tedy potieba transgenni zvifata v kazdé

generaci testovat na pritomnost a expresi transgenu.
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Knokaut (knock-out) kmeny — jedinci z knokaut kmenti maji ve svém genomu umlceny
(neexprimovany) gen. Tohoto uml€eni je mozno dosahnout nékolika riznymi zptsoby, které
se vSechny opiraji o manipulaci s embryonalni DNA, podobné jako v pfipadé transgennich
kmenti. Na rozdil od transgeni, je do hostitelského genomu vnaSena DNA sekvence
komplementarni k cilové sekvenci genu, ktery ma byt vyfazen. Vnasena DNA je nicméné
defektni takovym zptsobem, ktery neumoziuje jeji GspéSnou expresi. Vhodnym kiizenim
Vv dalSich generacich je pak knokaut verze genu uvedena do homozygotniho stavu. V poslednich
letech je pro vytvareni knokaut kment stale castéji vyuzivana technika CRISPR/Cas9, ktera
umoziuje cilenou editaci genomické DNA. Knokaut kmeny se bézné vyuzivaji k popisu funkce
gend, at’ uz se jedna o obecnou funkci, nebo o funkci za specifickych podminek (napf.
onemocnéni).

Kmeny laboratornich zvirat tedy diky své genetické uniformité prispivaji ke
standardizaci experimentalnich podminek, slouZi jako biomodely vyznamnych lidskych
znakii a v neposledni Ffadé svou genetickou uniformitou umoziiuji minimalizovat pocty

zvirat nutnych pro ur¢ity experiment.

15.4 Bioetika vyzkumu na zviratech

Zékladni eticka otazka v souvislosti s vyzkumem na zvitatech se zaobira tim, jestli zvifata maji
stejnd prava jako lidé. Na jednu stranu jsou alespon nékterd zvifata schopna citit bolest, stres a
dal8i negativni vjemy. Na druhou stranu se d4 fict, ze na to, aby néjaké stvotreni mohlo mit
prava, je nezbytné, aby bylo soucasti spole€enstvi, které je schopno moralni volby, tedy chapat
rozdil mezi dobrym a Spatnym. Navic s pravy se obvykle spojuji i povinnosti, které je nutné
dodrZovat, aby takové uspofadani mohlo fungovat. Takové pravidlo se jednozna¢né vztahuje
na ¢loveka, ale u zvifat pozorujeme instinktivni chovéani bez zietele na moralitu. Vysledkem
tohoto dilematu je obecné piijimany systém, ktery umoznuje experimenty na zvifatech za
specifickych okolnosti. Neni moZné experimentovat na zvifatech bez adekvatniho divodu, kde
navic musi ptipadny benefit pfevazovat nad utrpenim zptisobenym pokusnym zvifatim. V této
souvislosti se ¢asto vyuziva etického sméru nazyvaného utilitarismus. Tento smér se snazi
rozhodovat o moralnosti dan¢ho ¢inu tim, Ze poméfuje jeho piinos a jeho cenu, tedy snazi se
rozhodnout, jestli dobré ptevazuje v koneéném duasledku nad Spatnym, ptipadné se snazi o

dosazeni nejvétsiho dobra pro nejvice jedinci ("Potieby mnoha ptfevazuji nad potiebami
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nckolika."). Pravé o potencidlni benefity se mezi zastanci experimentii na zvifatech a jejich
odpirci vede neustaly boj.

Zpohledu zastanci je vyzkum na zvifatech nezbytny, protoze neni adekvatné
nahraditelny. VSem klinickym studiim piedchézeji preklinické studie na zviratech.
Experimentalni zvifata se pouzivaji jak v zakladnim, tak v aplikovaném vyzkumu a jsou také
nedilnou sou&sti vyssiho vzdélavani v relevantnich oborech. Jen v CR je pro tyto a dalsi ucely
kazdoro¢né vyuzito kolem 230 tis. zvitat (http://eagri.cz/public/web/mze/). Z relativné nedavné
historie jsou znamy konkrétni ptipady, kdy mély experimenty na zvifatech kriticky vyznam pro
spravné zhodnoceni situace nebo pro objev a vyrobu novych 1é¢iv. Pokusna zvifata hrala
naptiklad vyznamnou roli pfi vyvoji vakciny proti obrné, kde mimo vlastni experimenty
slouzila také k produkci této vakciny. Jiny ptiklad se tyka antibiotika isoniazid, které¢ se dodnes
pouziva k 1é¢bé tuberkuldzy. V prvnich fazich testovani na bakteridlnich kulturach nebyla tato
latka pfili§ i¢inna. Nicméné po aplikaci isoniazidu infikovanym hlodavcim se ukazalo, Ze je
tato latka vysoce efektivni v boji s pivodcem tuberkuldzy. Nasledné bylo prokazano, Ze za
timto dramatickym zvySenim uc¢innosti stoji metabolicka aktivace v téle testovanych jedinct.
Na druhé strané thalidomid, ktery byl v Evropé povolen jako 1¢k ptedepisovany téhotnym
Zenam pro potlaceni rannich nevolnosti, byl nasledné prokazan jako silny teratogen zplisobujici
malformace koncetin (fokomelii) u novorozenych déti. Thalidomid pfitom nikdy neziskal
povoleni k prodeji v USA, FDA (Food and Drug Administration) nepovazovala experimentalni

rozsah testovani této latky na zvifecich modelech za dostatecny.

Ze strany odpurct experimentll na zvifatech nejcastéji zaznivaji argumenty ohledné
nedostatecné prenositelnosti vysledkii mezi napt. pokusnymi hlodavci a ¢lov€kem pfi testovani
novych Ié¢iv a dalSich chemickych latek. DalSimi argumenty jsou tfeba moZnost nahrazeni
zvifat v testovani bunéénymi kulturami, moznost sniZeni stresu a bolesti aplikaci anestezie a
analgezie a nemoralnost testovani kosmetiky. Jsou zndmy ptipady, kdy i pfes spravné provedeni
preklinickych studii méla aplikace testované latky zavazné, n¢kdy az fatalni disledky pro
ucastniky klinickych studii. Ptikladem mohou byt klinické studie latky fialuridin (FIAU). I kdyz
nebylo odhaleno Zadné pochybeni v prib&hu provadéni preklinickych ani klinickych studii,
doslo u nékterych dobrovolniki k selhdni jater, které mélo u péti z nich fatalni nasledky a dalsi
se podafilo zachranit pouze s pomoci transplantace jater. Vyuzivani alternativnich metod jako
vySe zminéné bunétné kultury je vSak znacné omezené, bunééné kultury nejsou schopny
simulovat prostiedi organismu in Vvivo a jedna se tedy o model s niz§i vypovédni hodnotou, nez

jsou pokusna zvitata. Bunky v téchto kulturach navic prochazeji v pribéhu piipravy zménami
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na urovni DNA, coz jejich vypovédni hodnotu jesté snizuje. Aplikace anestezie a analgezie
muze mit negativni dopad na spolehlivost vysledki, kdy mze dochézet k vzajemné interakci
mezi testovanou latkou a anestetikem/analgetikem. Testovani kosmetiky je obecné

kontroverzni téma a jeho vyuziti je Casto regulovéano.

15.4.1 Princip 3R

V dusledku potieby stanoveni jasnych pravidel pro nakladani s pokusnymi zvitaty byl v roce

1959 predstaven tzv. Princip 3R (z angli¢tiny Replacement, Reduction, Refinement):

Replacement (nahrazeni) — ptivodné bylo minéno jako absolutni nahrazeni laboratornich zvifat
jinym biologickym materidlem, tedy idedln¢ napf. vySe zminénymi tkanovymi kulturami.
V prubéhu Casu se ovSem ukazalo, Ze takova nahrada neni plnohodnotnd, a tak tento termin

dnes zahrnuje také nahradu vyspélejsich organisml za méné vysp¢lé.

Reduction (snizeni) — snizeni po¢tu pokusnych zvifat na minimalni hodnotu nutnou k ziskani
dostate¢ného mnozstvi a kvality dat. Existuje mnoho zpiisobi, jak implementovat tento princip
do laboratorni praxe. Experiment by mél byt spravné navrzeny, tak aby poskytl statisticky
hodnotna data. Pro dany experiment by mél byt vybran nejvhodnéjsi zviteci model. Variabilita
pokusnych zvifat by méla byt minimalni, tedy méla by mit excelentni zdravotni stav (vcetné
mikrofléry), méla by jim byt poskytovana nejlep$i moznd péce atd. Paradoxn& muzZe tento
princip v prvni fazi implementace vést K nartistu po¢tu experimentalnich zvifat, zejména proto,
aby bylo dosazeno opravdu statisticky robustnich vysledkd. SniZzeni po¢tu pokusnych zvitat
nastavad az nasledné, kdy neni potfeba provadét takové studie opakované, protoze jiz prvni

studie poskytla kvalitni data.

Refinement (zdokonaleni) — zdokonaleni zahrnuje pouzivani takovych metod, kdy jsou
pokusnd zvifata vystavena minimdalni bolesti, stresu a nepohodli. Tento princip zahrnuje
zdokonalovani vyzkumnych metod ale také zlepSeni pfistupu k laboratornim zvitatim. Pti
vyzkumu na vysSich primatech je naptf. mozné naucit pokusna zvifata nastavit pazi pro odbér
krve vyménou za zadany pamlsek, kdy se pokusné zvife stdva ochotnym tcastnikem vyzkumu.
Dale je mozné zdokonaleni metod napt. obecnym zlepSenim prostiedi, kde k testovani dochazi,
tak, aby byl omezen stres a nepohodli na minimum. Tento pfistup miiZze zahrnovat nejriizné;jsi

specializované pomucky jako tieba vyhtivané podlozky. Velmi efektivni je v tomto ohledu také
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zvysSeni pozitivni interakce mezi pokusnymi zvifaty a jejich oSetfovateli, kdy je vytvareno
mit ale negativni efekt na oSetfovatelsky persondl, pokud na konci experimentu dochézi
Kk eutanazii pokusnych zvifat.

Princip 3R se postupem casu stal zakladnim kamenem pro navrhy zakonu tykajicich se péce o
pokusna zvifata. V CR je obecné upraveno zachazeni se zvitaty zakonem &. 246/1992 Sb., na
ochranu zvifat proti tyrani. Pokusna zvifata jsou chranéna vyhlaskou ¢. 419/2012 Sb., 0 ochrané
pokusnych zvitat. Dal§i nepfimou ochranu pokusnym zvifatim poskytuji napi. zdkony o
veterinarni pé¢i, §lechténi a plemenitbé, prepravé zvitat atd. V souvislosti se vstupem CR do
EU bylo také v roce 2003 schvaleno ptistoupeni k dohod¢ s nazvem European Convention for
the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes (EST
no. 123), které bylo uvedeno v CR pod ¢islem 116/2003 Sb. m. s.
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