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1. Cil

Slechéni dojeného skotu v séasné dob vychazi hlaval z ukazatel uZitkovosti a hodnoceni exteriéru, coz
je jednoznang vyjadieno ve struktie seleknich index: dvou hlavnich plemergeského strakatého skotu a
holStynského skotu. Takto jsou &mvany i vysoce €inné postupy genomicke selekce.

Nicmérg je treba vzit v odpovidajici ié v Uvahu omezujici tlohu zdravotnich zingdto dalSi zvySovani
ekonomické rentability chdv Intenzivni selekce na uZitkovost je spojena dofggickou z&tzi, ktera
zvySuje prav8podobnost metabolickych chorob, cozZ nespautispiva k niz8i obranyschopnosti skotitiv
infekénim faktoim. Infekeni tlak se zvySuje i s roz&nhim novych patogérgi variant rezistentnich k &é¢
antibiotiky.

Odborné studie z roku 2014 vyhodnotila ekonomic&gpatl jednotlivych fipadi mastitidy na 6000 & coz
zahrnuje jak ztraty produkce, tak i ndklady na ne&ni I&bu a prevenci (Kvapilik 2014). keSeni situace
muze @ispst vétsi vaha zdravotnich znékzejména infeni rezistence, v selekci dojeného skotu.

Cilem metodiky je shrnout moznosti, které poskytgeiabilita dileZité skupiny gein vrozené imunity a
definovat funkni metody pro laboratorni diagnostikichto variant, pro tvorbu Slechtitelskych rozhodnuti
Dédivost infekéni imunity byla zdokumentovanarad® studii, nap. Zavadilova et al. (2011).

Zvazovani dinka variant gefi pasobicich v rdmci ffxozené imunity je feba povaZovat za dogha
zakladniho vyp&tu plemennych hodnot a tvorby selaich indexi. Nicmérg jeden ukazatel - seléki index

- jiz svou podstatou neite zahrnout celou diverzitu obsaZzenou v genomwskt konkrétnich okolnosti
je mozné a Zadouci zohlednit i genotypy pro jedvdtheny, které maji vztah k sloZeni daného stada
infekéni situaci.

Tento gistup je uplatovan v programech, které se snazi kompenzovatislébzatele konkrétniho stada
vybérem vhod® dophujicich byki, nag. SireMatch. Jedna s@sto i o cil konzul@ni ¢innosti @i zlepSeni
stdda pro poZadované znaky.

Proto se tato metodika zé&fila na vyuZziti poznatk o variabili¢ a &incich klicovych sodasti systému
ptirozené imunity skotu. Za ty lze povaZovatu tzv. Toll-like receptdra navazujici signalni drahu, ktera
aktivuje obrannou odp@d’ uz na Urovni pepisu gefi.

Varianty vyskytujici se v doméacich populacich déjem skotu jsou propojeny s Udaji, které byly ocfeji
(cinku publikovany pro sttové populace. To by &o poskytnout orientni Gdaje pro jejich Slechtitelské
VyuZiti.

Siroké uplataini metodiky by rovsz mlo prispst k validaci efeki znamych variant pro doméaci populace a
zpstné tak podpdit jejich SirSi uplatgini.

Kromeé ekonomického finosu je teba brat #etel na omezeni pouzivani antibiotik, zlepSenifaedl zviat a

také stabilitu odsétvi pro pripad epizootii. Slechihi na zdravotni znaky jéeba povaZovat za sthst trvale
udrzitelného zewudglstvi.

2. Popis metodiky

2.1. Uvod do problematiky
2.1.1. Geny pro Toll-like receptory systénfirgzené imunity a geny signalni drahy

Kli covymi molekulami pro systéntipozené imunity skotu jsou tzv. Toll-like receptdijLR). Byly
objeveny pekvapiv pozd (1984), navic nejdve u bezobratlych podle jejich vlivu na vyvoj.idhj
imunologicka funkce aftomnost u obratlovicbyla identifikovana aZz v devadesatych letech (L&t al.
1996, Vychodilova-kenkova et al. 2005). Jejich funkci je rozeznavémiktur z povrchu bugk patoge,
které jsou nepostradatelné pro patogenitu a tsdiZ ji patogehtrvale gitomné.

| kdyZ struktura TLR je jiz vyvojo¥ stabilizovana, festo se vyskytuji v populacich gai jejich izné
genetické variantyCasto jsou tyto varianty spojeny gstiedky pro imunitni funkcéi jsou aspa disledky
predpokladany na zakladypu znény ve struktie receptoru (Novak, 2014).
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Obdobny vyznam lzeipdpokladat i pro odchylky v proteinech, ktetéméseji signal od Toll-like
receptol do burg¢ného jadra, konkré#w klicovychélenech drahy - proteinech MyD88 a NFkB.

U skotu jsou Toll-like receptory rozxnény na deset forem, které se liSi fankspecializaci a jsou
kodovany genyLR1- TLR1Q Metodika obséhlag ¢leni této skupiny gel o nichz je zndmo, Ze koéduji
receptory specializované na rozpoznavani baktéctaimatoget. Konkrétrg jsou to genyTLR1 TLR2
TLR4 TLR5aTLRG Publikované poznatky o jejich funkci jsou shrnutyab. 1. Obdobnouétbu funkci I1ze
pozorovat i u antivirovéady Toll-like receptar a jejich geii (TLR3 7, 8, a9), které rozpoznavaji zejména
jednovlaknovou a dvouvldknovou virovou RNA.

Tab. 1.TLRgeny kbdujici produkty s antibakterialni funkci

Gen | Funkce Ovliviiuje odolnost

TLR1 | rozpoznavani lipopeptidG bakterii k mykobakteriim, mastitidam
TLR2 | rozpoznavani bakteridlnich lipopeptid k mykobakteriim

TLR4 | rozpoznavani bakteridlnich lipopolysachérid mastitida, respirni syndrom skotu
TLR5 | rozpoznavani bakteridlniho proteinu flagellinu k infekcim G bakteriemi

TLR6 | rozpoznavani mikrobnich lipopepiid mastitida

2.1.2. Poznatky o diverZisledovanych gen

Diverzita TLR geru byla pivodné popséna pro panel &evych populaci skotu, jmenovitpro TLR1
(Seabury et al. 2007)ELR4(White et al. 2003). Postuphyly pridany poznatky ziskané pomoci klasického
resekvenovani DNA a nakonec i sekvenovani nové rgeae(Fisher et al. 2011). V s@sné dob se
poznatky o celkové diverzitsousted'uji ve specializovanych databazich (dbSNP v aménciNational
Center for Biotechnology Information a v databaardpean Variation Archive v Evropském institutu pro
bioinformatiku. Prvni z databazi ovSem z kapachtndivodi pieruSila aktualizace pro Zigigné geny,
zatimco zpistupreni dat genesenych do databaze EBI probiha postpre&i 2018 ze 40%). Navic Ize
predpokladat, Ze spektrum diverzity a frekvence jsouiznych plemenech skotu @&znych populacich

razné, takze fenositelnostdchto Udaj je omezena.

Proto byl vyvoj metodiky zaloZen na vlastnim ressiavani produkni populac&eského strakatého skotu a
dvou konzervovanych populaci z programu genetickiatoji (nukleové stad@’ESTR aceskagervinka)
pomoci technologie sekvenovani nové generace (NG$sledky byly ziskany nezavisle pomoci
technologie Pacific Biosciences (firma), kt€té dlouhé useky DNA ziskandgulem pomoci amplifikani
reakce z fisluSnych gein a pomoci technologie Hiseq firmy lllumina, kteité kratké useky o délce 150
nukleotidi pfimo ze smsi genomové DNA. ProtoZze &btechnologie jsou zatizenyizanymi druhy
systematickych chyb, za spolehlivé byly povaZzov@myze ty strukturni varianty, které byly nalezeny
nezavisle obma metodami.

V fad pripadi byly nalezené polymorfismy shodné s polymorfisiiygopsanymi v databazichiipadré
v originalnich publikacich, coZz je zpravidla spaers gidélenim identifikatoru (rs koédy uvé&dé
v tabulkéch).

ProtoZe v populadieského strakatého skotu pébld nasledd urceni vyskytu variant u jednotlivych Zeit
(genotypovani) u souboru hyla protoZe technologie Pacific Biosciences poskytilpuhé Usekyipitené z
jednoho vlakna, bylo moZzné difr tzv. diagnostické polymorfismy (tagSNP), kter@stpuji celé skupiny
polymorfismi vyskytujicich se v populaci spél@ diky fyzické vazb na jednom vidknu DNA, tzv.
haplotypy. Diagnostické SNP ("single nucleotideypmbrphism”, jednonukleotidovy polymorfismus) jsou
pouZzivany pednosté pro navrh a optimalizaci genotypovacich reakcibatiejejich znalost dovoluje
souwasre urtit i pritomnost dalSich polymorfisin



2.2. Experimentalnfast

Pro vyvoj jednotlivych genotypovacich reakci je pitas obecna metoda extenze primeru (Hoogendoorn et
al. 1999) vzhledem k vysoké spolehlivosti. Labomat@ostup byl v nejvyssi mozné iimioptimalizovan tak,
aby byla jeho finagni, pracovni &asova narénost co nejmensi. Vychozi reai snési pro extenzni reakci

je komeeni varianta SNaPshot firmy Life Technologies CzBepublic.

ProtoZe extenzni reakce vyzaduji @ama mnozstvi vychozi DNA, jsou genotypované Us€kR nejdive
amplifikovany z genomické DNA pomoci polymerazde&zoveé reakce. Jako vychozi pastge genomicka
DNA izolovana z krve derstvé i skladované v zmrazeném stavu), insetmich davekéi vzorka pevnych
tkani jakymkoliv ze standardnich postup koncentraci nejmén2 ng/uL. Os¥déil se postup izolace na
mikrokolonkach s femititou membranou NucleoSpin firmy Macherey-Nageizolace na magnetickych
casticich MagSep Bloodi MagSep Tissue firmy Eppendorf s pouZitim autookedi pipetovaci stanice
EpMotion M5073.

Prehled amplifik&nich reakci, které pokryvaji genotypované Usekyngddrych geri, je v tab. 2. O¥fené
podminky amplifik&ni reakce jsou nasledujici: reakce o objemwll@e zkumavce 0,2 mLé{ jamce PCR
mikrodestéky), kterd obsahuje 0,03 W/ Taq polymeradzy v 10 mM Tris, pH 8.8, 50 mM KCI,08%
Nonidet, 2 mM MgCJ, 0.2 mM dNTPs, 0.4M kazdého ze dvou amplifikaich primefi a 0.5 ngilL
genomické DNA, je inkubovana na termocykléru Masteler (Eppendorf Czech & Slovakia) s
programem, ktery zahrnuje 96 3 min, 5x 95C 30 s, 62C 30 s, 72C 30 s, dale 38x 9% 30 s, 60C 30

s a 72°C 30 s a dodatay extenzni krok 72 °C po dobu 6 min a zchlazeodpkti reakce na 4 °C. Reakce
jsou zawvtkované v mikrozkumavkachei provadné v destikhch pro PCR @sneinych spolehlivou
membranou (ndpKRD, adhezivni félie kat. 4ti-0500).

Tabulka 2. Amplifikované useky antibakterialnich gena pro genotypovaci reakce

=2 S m
— x x Y4 —~ — o
=2|52(42|39| €5 | o £z o 25

& =2 |=w g Q g g_n =3 Primy primer — sekvence [ 5.8 | Zpstny primer — sekvence | -g ;G

> . ! R ! ! N 29

O gqg l@lg gg gf\?& :Eg 5-3 gg 5-3 g%v

TLR1(frl 1| 196 | 1361) 1166| 1 _1F é-.ll:GCCTGACATCCTCTCA 11R ﬁgé'?\rCCTTGATCTGAGG 62/60

TLR1|fr1 2| 992 | 2186| 1195| 1 2F TGACCCAGGAAATGAAG 1 2R CCGTGTTAATGTATTTCT 62/60

TCT GCTG

TLR2|fr2 1| 1 816 | 816 | 2 1F 'IC':(CZ;CTGCTCCATATTCCTA 2 1R $géCTGTGTTTGACATCA 62/60

TLR2|fr2 2| 556 | 1223| 668 | 2 2F gl(':CATTCATTTATGGCTG 2 2R ?éCCTGAACCAGGAGGA 62/60
CGGAAGGAGCCTCTGAC CATGGGTACAGTCATCA

TLR2(fr2 3| 911 | 1726]| 816 | 2_3F CAGGCT 2 3R AACTC 62/60

TLR2 | fr2_4| 2206 2035| 730 | 2 4F é(éTTTAACCCAGTGCCTT 2 4R 'IC':(CB;GAGTCAATGATGTTGT 62/60
CCAGGGTATTTTGTTATG TGTTTGCAAATGAACCTA

TLR4 (fr4 1| -3 657 | 661 | 4 1F GCTGGAACAT 4 1R ACCA 62/60
TCTTTGCTCGTCCCAGTA AAGTGAATGAAAAGGAG

TLR4 [fr4_ 2| 4999| 5382 384 | 4 2F GC 4 2R ACCTCA 62/60
GGAGACCTAGATGACTG AAGACAATGCGGATGTT

TLR4 [fr4 3| 7941| 9154| 1214| 4 3F GCT TG 4 3R GGT 62/60

TLR4|fra 5| 9684 - 737 | 4 sE ?gCACTGTGCTCCTGGTC 4 5R 'CA\Z('I;ATAGGGCTCGCGTACC 64/62

TLR6(fr6_1| 774 | 1573| 800 | 6 _1F é(éTACCCATTGCTCACTT 6 2R 'CA\:(-I;ACTACTCCCAACCCAAG 62/60

*Polohy fragmeni jsou stanoveny podle refergrich sekvenci F3147090 (TLR1), EU746465 (TLR2), ACIB5.1
(TLR4) a AJ618974 (TLRS6).

V dalSim kroku jsou produkty PCR reakci sdruzeny rdaltiplexnich genotypovacich reakci podle
nasledujiciho ktie: multiplex A -frl 1,1 2,6 1, multiplex B - fr2, 2 2,2 3 a 2_4, multiplex C - fr4_1,
4 2,4 3 a4 5.V nasledujicim kroku jsou opracgvamesi exonukledzy a fosfatazy (EXOSAP), ktera
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odstraiuje pebyteéné amplifika&ni primery a deoxynukleotidtrifosfaty a zabwgi tak jejich genosu do
nasledujici reakce extenze primeru. &kilo se gidani 2 pL termosenzitivni alkalické fosfatazy Paat 1
U/uL (Fermentas, Vilnius, Litva, kat. EF0651) a 1 uL exonukleazy |, 20 U/uL (Fermenkas,EN0581).
Po dikladném promichani jsou vzorky inkubovany 1/2 ih 37°C v inkub&ni desttce PCR cykléru a
nasleds jsou enzymy inaktivovany zédtim na 85°C po dobu 15 min.

Tii uL vycidteného smsného PCR produktu je pouZito pro reakci extenagsu v nové mikrozkumavas

na nové PCR destie po pidani 5 pL reaéni snesi SNaPshot (Life Technolgies) a 2 pL genotypovacic
extenznich primér v koncentraci 0,1 pM. Nésledine snts inkubovana na PCR cyklérdi gprogramu
odvozeném ze standardniho programu pro pouZzitirasyBSNaPshot. Program zahrnuje 25 ayklkroky
96 °C po dobu 10,50 °C 5 s, 60 °C 30 s a nésledmazeni na 4 °C.

Extenzni primery jsou navrZzeny tak, Zsrg priléhaji k variabilnimu nukleotidu (Tab. 3). Terntasilni
DNA polymeraza katalyzuje ipojeni pouze jednoho dideoxynukleotidu zé&tyt znaenych
dideoxynukleotid trifosfdt zastoupenych v re&ki snési. Tim je gitomna varianta jednozéi@ urcena
typem fluorescetniho zngeni fluorofory dR110, dRGG, dTAMRA a dROX.

Po reakci je sk SNaPshot @p ¢isStena FastAP v mnozstvi 1 pL /reakci, po promichékilwvana fi 37°C a
inaktivovana fi 85°C po dobu 15 min. Dva uL prodikextenzni reakce jsou pouZity priigpavu vstupniho
vzorku pro fragmentovou analyzu na kapilarnim se&t@u ABI PRISM 313@i obdobném zézeni. Po fidani
7,5 pL vysocetistého formamidu (Applied Biosystems) a&imstandard molekulovych hmotnosti ztenych
fluoroforem LIZ (GeneScan LIZ-120, Applied Biosystg) jsou produkty &leny v kapilarach o délce 360 mm
obsahuijicich polymer POP-7. Na rozdil od aplikakivenovani DNA a mikrosatelitni analyzy je zcelabytné
pouZit sadu detekich filtri E5 po kalibraci matricovym standardem DS-02.

ProtoZze hmotnosti produktv multiplexovanych reakcich jsou odstiopany po 5 nukleotidechtipganim
polyT na 5' konec, Ize produkty zZkolika reakci ukovat sodasreé v jednom vzorku na jedné kapia
ProtoZe extenzni primery jsou u jednotlivych SNRrbany jak po siru + vlakna, tak i v protisgmu, je tuto
okolnost teba vzit v Uvahuipodestu vysledki. Zatimco produkty fimych primefi (znaenych pismenem F
V nazvu) jsou od#dtany bez Uprav, viditelné barevné kanaly protiuktverznich primer je tteba zrgnit na
komplementarni nukleotidy (G<->C, A<->T).

Tabulka 3. Extenzni primery a multiplexy genotypovaich reakci pro varianty v antibakterialnich genechTLR

0OF Ffod>c3>€E[z e NE Extenzni primer - sekvence-53' - 2= C ES G
TLR1 frl 1 798C>T T798R CGCCAAACCAACTGGAGGATCGT 23 AM1
TLR1 frl 2 1762G>A T762R (T5)CAGCCCAGGGACCACAATGGTGA 28 |AM2
TLR1 frl 2 2097T7>C TO97R (T7)CTCTGGACAAAGTTGGGAGACAAGAC|33 AM3
TLR6 fr6_ 1 855G>A T855F (TLO)CCCAAATAGCTTTTTCTCTGTCCAAGT|38 AM4
TLR2 fr2 1 513C>T T513F CCAGTCCTTGGGGTCACAAAGAGT 24 BM1
TLR2 fr2 2 10477>G TO47R (T1)GCAGGTCTCTGTTGCYGACATAGGTGA29 BM2
TLR2 fr2 3 1313G>A T313R (T7)CTGTTACTATTTCCTACTTTTAGGGTC |34 BM3
TLR2 fr2 4 2546G>A T546F (T16)GGTCGACTGGCCCGATGACTACC 39 |BM4
TLR2 fr2 4 2565T>C T565F (T20)CTACCRCTGTGACTCTCCCTCCCA 4 4 BM5
TLR4 fr4 1 245G>C T245F CTTCTTCTTCCTCTAACTTCCCCTC 25 CM1
TLR4 fr4 2 5087A>G TO87F (T5)GCTAAGGTGCATGCAGGAAGACACC | 03 CM2
TLR4 fr4_ 3 7999A>G TO99F (TLI1)GGTTTCCTATTCAGCAGAAATATT 6] CM3
TLR4 fr4_ 3 8885A>G T885F (T15)GCACTTTTACTGAGTTTCAGCTACC |40 CM4
TLR4 fr4 5 9787C>T T787F (T20)CAAAAGTATGGCAGGGGCGAGAGCA|45 CM5

*Polohy polymorfismu jsou stanoveny podle refeérgch sekvenci FJ147090 (TLR1), EU746465 (TLR2),
AC000135.1 (TLR4) a AJ618974 (TLR6).

Vysledné elektroferogramy Ize vyhodnotit jak liéafim programem GeneMapper od vyrobce kapilarnich
sekvenatar Applied Biosystems (ThermoFisher Scientific), talolnym programem PeakScanner, ktery je
rovnéZ distribuovany Applied Biosystems a vyhovuje prengi série vzork



2.3. Vlastnosti variant imunitnich gén

Seznam genotypovanych variant se znamymiptedpo¥zenymi funkinimi nasledky pro imunitu a
zdravotni stav je uveden v tab. 4. ¥kterych gipadech je bran v potaz vyskyt genotypované variant
jednom haplotypu s fugké vyznamnymi variantami, coZ umiade jejich sledovani v populaci. Kbvé pro
rozeznavani molekul patogerjsou oblasti bohaté na leucin, tzv LRR ("leuciidtr repeats"), takze
lokalizace mutaciéthto oblastech je spojovana sesmmu funkce receptoru.

Polymorfismy v genI’LR5nebyly genotypovany vzhledem k nedostatku iidagfektu jednotlivych variant
a vzhledem k otdzkdm kolem ulohy tohoto genu uwskot

Dopad zmn v bilkovirg v disledku mutace byl hodnocen v programech VarianedefPredictor (VEP,
MacLaren et al. 2012) a SIFT ("Sorting Intolerambni Tolerant", Sim et al. 2012) na serveru

https://www.ensembl.org/vep.

Tab. 4. Znamé efekty utovanych variant geni TLR

Identifikator | Chromozém | Poly- Amino- Predpoed .
Gen SNP _poloha morfismus* | kyselina Gcinku** Efekty Zdroj
et negativié testovano na | Sun et al.
TLR1 |rs43702940 |6_59688857 |798C>T Phe201Phe modifikator vztah k TBC 2012
ve vazl# s -79T>G, kde
TT snizuje vyskyt Russell et
klinickych mastitid al. 2012
(Russell et al. 2012)
ziejme vazba s 853G>A
(Val220Met), ktery je | Mucha et
aktivni proti MAP u al. 2009
skupiny plemen
G varianta koduje misto
TLR1 |rs210538093 |6 59687893 |1762G>A | 1€923Val | yiikaror | ISOleucinu valin, ktery | Russell et
(AG) naruSuje transmembra-| al. 2012
novou oblast bilkoviny
vétSi nachylnost k Sun et al
bovinni TB u genotyfp 2009 )
AAaAG u holStyri
mutace nerni protein,
mirny efekt, |ale ve vazbs 2463C>T Russell et
TLR1 |rs109456287 |6_59687558 |2097T>C Phe634Phg tolerance v 3’ nepgekladané
i A al. 2012
(0,88) oblasti, ktery mé vliv na
klinickou mastitidu
mirny efekt, zvySuje nachylnostk | Fisher et al
TLR6 |rs43702941 |16 59706074 |855G>A | Asp/Asn | tolerance ysul 4 '
(0,88) paratuberkuléze 2011
TLR? | ss104796303 | 17 3953532 |513C>T 5'-ngﬁekla- zvySuje nachylnost k | Fisher et al.
- dand oblast paratuberkul6ze 2011
. Bilgen et
narustje zvySuje nachylnostk | al. 2016
TLR2 |rs55617172 |17_3952998 |1047G>T Glu63Asp |LRR1, maly >0 " : ’
bovinni tuberkuloze Bhaladhare
efekt
et al. 2016
narusuje Bilgen et
TLR2 |rs43706434 |17 3952732 |1313G>A | Arg152GIn | -RRS. mimy| zvysuje nachyinostk | al. 2016,
efekt, bovinni tuberkuloze Bhaladhare
tolerovan et al. 2016
ve vazlg se sousednimi
$43706433 a Fisher et al
rs110491977, které jsou |
: . g 2012
spojeny s rezistenci k
paratuberkul6ze
soutast haplotypu TLR2| Ruiz-
zvySujiciho nachylnost | Larrafiaga
paratuberkuléze etal. 2011




Bilgen et
Egr;;gje opakovas piedpo¥zen glé:t?&f' ot
TLR2 |rs68268260 |17_3951499 |2546G>A Arg563His o efekt na imunitni y
narusuje al. 2010,
: receptor )
funkci Fisher et al,
2011
alela C spojena s
nachylnosti k Koets et al
TLR2 |ss104796325 | 17_3951480 |2565T>C His569His | nizky efekt | paratuberkuléze, v 2010 '
homozygotnim i
heterozygotnim stavu
soutast haplotypu
nachylného k .
X . | Ruiz-
paratuberkuldze spaies L o
. arrafiaga
se sousednim SNP et al. 2011
rs6826825 (Phe550Phe i '
. s Koets et al.
ktery byl rovréz
e . 2010
asociovan s nachylnost
k PTB
alela T je sotésti
ptiznivé kombinace Ses| Juste et al.
geru pro rezistenci k 2018
PTB
pied
TLR4 |rs20017188 |8 108829143 | 245G>C | ZXAkem | itiator | ZEIme meniexpresi | Sharma et
genu, ndni genu al. 2008
expresi
nachylnost k Ruiz-
paratuberkuléze Larrafiaga
spojovana s C alelou |etal. 2011
nachylnost k Ruiz-
TLR4 |rs8193046 8108833985 | 5087A>G intron modifikator Y . Larrafiaga
paratuberkuléze
etal. 2011
nachylnost k Ruiz-
TLR4 |rs43578100 |8_108836897 | 7999A>G intron modifikator Y . Larrafiaga
paratuberkul6ze
etal. 2011
diagnosticky SNP
(tagSNP) v oblasti 5 SN
TLR4 |rs8193054 |8 108837783 |8885A>G | Pro373Pro | nizky efekt |S¢Zammami -~ [Mucha et
aminokyselin, které al. 2009
snizuji odolnost k
paratuberkul6ze
mirny efekt, Fisher et al
TLR4 |rs8193069 8108838685 | 9787C>T T674l tolerance nachylnost k PTB |
(0,28) 2011
ppzm\{m efekt na obsah Beecher et
bilkovin a tuku u
i o al. 2010
holStyrn

* Polohy polymorfismu jsou stanoveny podle reférdnh sekvenci FJ147090LRY), EU746465 TLR2,
AC000135.1 TLR4 a AJ618974TLRH.
** Hodnoceni mutace podle progranWEP a SIFT.

Naprosté ¥tSina publikovanych Udajse vztahuje k odolnostiwi mykobakterialnim infekcim (PTB, TBC)
¢i mastitidam. Jeréba je povaZovat za modelove infekce grampozitiviimramnegativnimi bakteriemi.
Lze predpokladat, Ze vzhledem k obecné uloze Toll-likeptoii se bude efekt projevovat i dilpuznych
bakterialnich fivodai.

Nakolik je ugith mutace zastoupena v domacich populacickimél®o skotu v porovnani sessawymi
zdroji, ¢i zda je moZna introgrese z genetickych ziling zhodnotit na zaklgdabulky 5.

Udaje pro domaci populace vychazeji ze zastoumnesci pisluSnych alel ve sésnych vzorcich ze
sekvenovani nové generace na pracovisti molekug@métiky VUZV. Bylo pouZito jak sekvenovani
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genovych fragmeiitziskanych podle tab. 2 technologii Pacific Biosces, tak i sekvenovani pomoci
technologie Hiseq. Uvedené frekvence jsaim@irem Gdaj ziskanych pomoci obou metod.

Tabulka 5. Znamé zastoupeni wtovanych variant TLR geni v populacich skotu

Frekvence
Gen Identifikator | Polymor- 5 CESTR - Ceska Panel Panel Vyskyt u dalSich
SNP fismus* | CESTR | genetické| , ~ " swtovych evropskych plement
zdroje cervinka plemen** plemen***

(T) Bd, Bn, Ch, N

TLR1| rs43702940| 798C>T | 0,525 | 0,604 | 0,050 | 0,448 -
s (T/C) An, Hn, L, Ro

(G/A) An, L, N, Ro

TLR1| rs210538093| 1762G>A| 0,629 | 0,767 | 0,050 03 - ©)p
TLR1| rs109456287| 2097T>C| 0,000 | 0,054 | 0,017 - - -
(A) Bd, Bn, N
TLR6| rs43702941| 855G>A | 0,247 | 0,098 | 0,409 0,37 0,52
s (GIA):An, Ch, Hn, L
TLR2 | 55104796303 513C>T | 0,03 0 0 - - (TIC) An
(T) An, Hn (T/G)
> -
TLR2| rs55617172 | 1047G>T| 0,000 | 0,000 | 0,143 0,41 B4 B Ch. L p
TLR2 | rs43706434 | 1313G>A| 0,178 | 0,240 | 0,131 | 0,888 011 |(G/A)Ro
TLR2| rs68268260 | 2546G>A| 0,291 | 0,000 | 0,000 | 0,868 - (A) N (G/A) Bd, Bn
TLR2 | $5104796325 2565T>C| 0,500 | 0,250 | 0,111 - - gN(C/T) Bd, Bn,

TLR4| rs29017188 | 245G>C | 0,212 0,467 0,471 - - -

TLR4| rs8193046 | 5087A>G| 0,254 0,519 0,553 0,645 - -

TLR4 | rs43578100 | 7999A>G| 0,246 0,417 0,446 - - -

TLR4| rs8193054 | 8885A>G 0 0 0 - - -

TLR4| rs8193069 | 9787C>T| 0,000 0,150 0,018 0,174 0,12 -

* Polohy polymorfismu jsou stanoveny podle reférdnh sekvenci FJ147090LRY), EU746465 TLR2,
AC000135.1 TLR4 a AJ618974TLRSH.

** \/ panelu 26 taurinnich plemen (Seabury et all@0nebo 10 plemen (Seabury and Womack 2008)
*** \/ panelu 16 evropskych plemen (Mariotti et 2009)

T Vyskyt u dalSich plemen podle Seabury a Woma€i828n, Angus; Bd, Braford; Bn, Brahman; Ch,
Charolais; Hn, Holstein; L, Limousin; N, Nelore; Fiedmontese; Ro, Romagnola.

3. Novost postupu

V souwtasné dob neni k dispozici obdobna metodika pro genotypovaniant gef spojenych sirozenou
imunitou u skotu. Genyipozené imunity nejsouifmo zahrnuty ani do zakladniho genotypovaactipu
firmy lllumina (BovineSNP50v3 BeadChip), ktery jinaiagnostikuje 54000 SNP. NejrozsahlejSi obdobny
systém pro genotypovani variant TLR byl vyvinut ddgiou veterinarni patobiologie na Texas A&M
University v USA (Seabury et al. 2010, Fisher et26111) a pokryval 240 variant ve vSech deseti TLR
genech. Nicméhsystém se nedkal kometniho roz&ieni a ani nebyl v piném rozsahu publikovan.

Na druhou stranu Ize konstatovat vyrazny ceitisxyy trend v poslednich dvou letech na tvorbu iridex
infekéni odolnosti pro skot a jejich pouZiti parakekklasickymi selednimi indexy. Nap. firma Zoetis v r.
2018 uvedla seleki index DWP$, kde jsou prodéki znaky zastoupeny pouze 32% a ostatni Ize poedzov
za znaky zdrawti wellfare. Obzvladt je trend patrny u nového indexu CW$ pro telatarkje plrE slozen

ze zdravotnich ukazafel Nicméré oba jsou zaloZzené na ré@pém genotypovani pomoci obecnych
marken, které jsou redukovanou reprezentaci celé vaitialatiravotnich gein | kdyz indexy maji zahrnout

i dodaténé mapovanou variabilitu zdravotnich genejich podil a konkrétni SNP nejsou v 8asné dob
znémy.
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Je teba si ugdomit, Ze pouZziti mikroarrayi a genotypovani s kgaokapacitou vyZzaduje vysokeé startovaci
néaklady.Re3eni podle metodiky je kompromisem mezi genotypinés nizkou a s vysokou kapacitaii p
zachovani fijatelnych néklad na reakci, nizkych startovacich nakiaal vysoké flexibility systému, ktery
dovoluje pfibéZné Upravy a ztmy podle vysledk validace a dalSich novych poznatk¥edpoklada se
dophiovani validovanych markeéwe forne pravidelnych aktualizaci na strankach VUZV.

Lze konstatovat, Ze v séasné dob neni variabilita TLR a navazujicich dem selekci skotu aplikovana
komekné nikde vCR ani v zahrawii. Na druhou stranu je vztah mezi diverzitou systiirozené imunity

a zdravotnim stavem intenzi&rsledovan viad® swtovych projekd, jejichz zvéejnéné vysledky jsou

zahrnuty v tab. 4.

4. Uplatnéni metodiky

Predpoklada se, Ze metodika bude vyuZita v laboratorservisu pro Slechtitelskou, pleméskou a
konzultani praci v chovu dojeného skotu. UZivateli metodikphou byt oprdwné organizace, svazy
chovatel skotu,Ceska plemerika inspekce a Siroka chovatelskéejmost. Metodika bude uvéda do
praxe progednictvim VUZV v.v.i.,CMSCH a.s. a dalsich spolupracujicich sulfjekbblasti chovu skotu.

Predpoklada se, Ze objednateli genotypovani mohou blybvatelé, ktd planuji ozdraveni chovu pomoci
zvySeni infekni odolnosti. Vzhledem k tomu, Z&igtup by mdl zvySit wellfare zviat a snizit spéebu
antibiotik, Ize zvySeni infaini odolnosti progednictvim Slechini povaZzovat za sdést snahy o trvale
udrzitelné zergdélstvi.

Monitorovani a udrzovani dostate® diverzity, i bez cileného Sle¢ht, ma zasadni vyznam pro popira
odolnost v pipac nestandardnich epizootii v budoucnu. Dostataliverzifikované populace z hlediska
rozpoznavanych patogéra intenzity odpo&di dovoluji gredpokladat pomalejSi ighi infekce v ramci
populace a&tsi pravaépodobnost jejiho utlumeni.

5. Ekonomické aspekty

5.1. Odhad néklail (v tis. K&) na zavedeni postdmvedenych v metodice a odhad ekonomického
prinosu (v tis. KK) pro uZivatele

Materidlové naklady Ize v souladu gegk¥Znou kalkulaci odhadnout na 60@ I diagnostice vSech 14
polymorfismi v ramci 4 antibakteriadlnich g&mLR u jednoho z¥ete. Mzdové naklady dale gastku 800
K¢ pii spotebs 1/2 pracovniho dne. V séu tyto nakladyini 100 K& na ugeni jednoho polymorfismu.

> s

Naklady nizSi nez jsou obvyklé pro nizkokapacit@natypovani jsou mozné diky sdruzeni reakci
(multiplexovani).

DalSi sniZzeni naklada pracnosti je mozné&ipsériovem zpracovani vzaikice zvtata na mikrodestkach s
kapacitou pro 96 multiplexnich reakeilj 32 zvitat.

Materidlové naklady lze sniZzovat az na polovinuppraionalni redukci regkich objend, nicmér nizsi
spolehlivost reakci v nizSich objemech vede k nemsti replik a tim dalSi snizovani nakielolokuje.

Prinos pro uzivatele Ize odhadnout na zaklegekdvaného ozdraveni stad. ¥pgadc genotypovani byk s
néklady 1000 - 2000 K na jedno zve jsou naklady na jednu dojnici pod 10@ Kili pod 1% ztrat,
zpasobovanych samotnymi mastitidami. Proto b§larbyt genotypovani imunitnich gérmpro plemeniskeée
firmy a pro chovatele rentabilnifésné zhodnoceni je mozné aZz na zakladsahlé zdravotni statistiky a
jejiho prevedeni do ekonomickych ukazdtel
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