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ABSTRACT

The aim of this paper was to analyze, evaluate and interpret genetic variability of beta-casein
gene between populations of Normande breed in Czech Republic and Holstein breed in Czech
Republic. At first the information about genetic marker and possible associations of marker
with human health from literature was processed. Two populations were investigated,
Normande breed and Holstein breed. Genotypes were detected using PCR-RFLP. The genetic
diversity was studied. The frequencies of alleles and genotypes were calculated.
The frequencies between populations were found out. It was established that frequencies of
alleles and genotypes were in agreement with literature in most cases. Frequencies of alleles
and genotypes of CSN2 are comparable between breeds. These results can be more developed
and used for comparison with other cattle breeds in Czech Republic.
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UVOD

Mléko je vyznamnou slozkou potravy clovéka a mlécné bilkoviny jsou proto
sledovany jako mozné genetické markery uzitkovych vlastnosti, ale také pro svilj vyznam
ve vztahu k lidskému zdravi. Mlécné vyrobky patii k zakladnim potravindm clovéka.
Obsahuji ziviny potfebné pro rostouci organismus ditéte a mladého clovéka i latky potiebné
pro vyzivu v dospélosti. Kravské mléko je produkt mléénych zldz samice Tura doméciho (Bos
primigenius f. taurus). Vyznam mléka spoc¢iva predevsim v obsahu hodnotnych bilkovin.

Mnoho lidi trpi alergii na bilkovinu obsazenou v kravském mléce. Alergie
na bilkovinu kravského mléka (ABKM) je chdpana jako imunologicky podminéna reakce
na n¢kterou z bilkovin kravského mléka, ktera je reprodukovatelna pti opakovaném kontaktu
s alergenem (Frithauf, 2003). Vyznamnou roli hraje slozeni bilkovin v mléce, zvlasté¢ pomér
kaseinli a syrovatkovych bilkovin. Je prokazano, Ze mléko rtiznych druhi ma rtiznou miru
citlivosti, 1 kdyZ zdroj jejich bilkovin je naprosto stejny. Nejlepsi vyZivou novorozenat je
mléko matky. Obsahuje totiz mnoho latek, které chrani novorozené pied projitim antigenti
skrz stfevo, a bilkoviny obsazené v matetském mléce nejsou alergenni. Proteiny v kravském
mléce jsou rozpoznany imunitnim systémem nékterych novorozenat jako cizi proteiny a tim
zpusobuji alergickou reakci. Neni zcela jasné, které bilkoviny kravského mléka jsou hlavnimi
alergeny, ale mnoho studii ukazuje, Ze se jednd o alfa-kasein a beta-laktoglobulin (Lara-
Villoslada, Olivares et al., 2005).

Piiblizné 95 % celkového proteinu kravského mléka tvoii 6 tkanové specifickych
proteinl, které jsou syntetizovany a sekretovany sekrecnim epitelem mlécné zldzy béhem
laktace. Tyto proteiny mohou byt rozdéleny do dvou skupin: kaseiny (alfaS1-kasein, alfaS2-
kasein, beta-kasein a kappa-kasein) a syrovatkové bilkoviny (beta-laktoglobulin a alfa-
laktalbumin) (Rincon, Medrano, 2003). Kaseiny a syrovatkové bilkoviny se v nékterych
vlastnostech li§i (Tab. 1). Kaseiny tvoii pfevazny podil mlécnych bilkovin (78-82 %),
zbyvajici ¢ast pfipada na syrovatkové bilkoviny (18-22 %) (Kucerova et al., 2004). Na vSech
téchto proteinech byl ukazan geneticky polymorfismus zptisobeny deleci nebo substituci
jedné nebo vice bazi v nukleotidové sekvenci genu (Rincon, Medrano, 2003). Mnozstvi
bilkovin v kravském mléce je béhem laktace nestalé. Nejstabilnéjsi je obsah kaseint (alfa,
beta, kappa) (Jelinek et al., 2003).

Tab. 1 Srovnani vybranych vilastnosti kaseinu a syrovatkovych bilkovin (Futerova, 1997)

Kasein Syroviatkové bilkoviny
e obsahuje pievazné hydrofobni oblasti e rovnovaha mezi hydrofilnimi a
hydrofobnimi zbytky
e obsahuje malo cysteinu e obsahuji cystein a cystin
e v sekundarnim uspofadani prevazuje e globularni struktura, prevazné
nahodna spirdlovita struktura helikalniho uspotadani
e je teplotné stabilni e snadnd tepelné denaturace
e nestabilni za kyselych podminek e stabilni za  mimych  kyselych

podminek




Beta-kasein je druhy nejvice zastoupeny protein v mléce po a—kaseinu. Molekula
B—kaseinu se sklada celkem z209 aminokyselin. Doposud bylo objeveno 12 riznych
polymorfnich variant genu f—kaseinu — A1, A2, A3, A5, B, C, D, E, F, G, H, [ (Manga, 2007).
Pouze ctyfi z téchto variant A1, 42, A3 a B se vyskytuji v témét celé populaci chovanych
plemen skotu. NejbéznéjSimi variantami f—kaseinu jsou alely A1 a A2. Hlavni rozdil mezi
variantami 4/ a A2 spociva v rozdilné konformaci bilkovin v aminokyselinovém fetézci.
Na 67. misté¢ primarniho fetézce proteinu se u varianty 4/ vyskytuje prolin, varianta A2
obsahuje histidin. Rozdil je pouze v jedné bazi, v bodové mutaci. U prolinu je slozeni tripletu
v DNA CAT, kdezto u histidinu CCT (Barroso et al., 1999). Pivodni alelou je alela 42. Gen
P—kasein (CSN2) je lokalizovan na 6. chromozému a ma délku 8,5 kb. Lidské, ov¢i a kozi
mléko a mléko z mimoevropskych plemen skotu neobsahuje beta-kasein A1 (Slejtr, 2005).

Pfitomnost nebo absence alely A/ je spojovana spomérem nasycenych a
nenasycenych mastnych kyselin v mléce. Je znamo, ze vysoky piijem nasycenych mastnych
kyselin v potrave, je hlavnim rizikovym faktorem pro vznik srdec¢nich onemocnéni u lidi,
zejména v zemich, kde ma populace dostatecny piijem potravy. Spojeni tuku a mléného
proteinu obsahujiciho variantu beta-kaseinu Al ptedstavuje rizikovy zdravotni faktor.
V mnoha studiich je popséano, ze konzumace beta-kaseinu A1l lidmi je spojovana s vyS$im
vyskytem urcitych onemocnéni, jako je napiiklad cukrovka (Morris, Tate, 2004). Srovnani
varianty A1 a A2 uvédi Tab. 2.

Tab. 2 Srovnani A1 a A2 varianty beta-kaseinu

Al varianta A2 varianta
e Je rizikovym faktorem pro diabetes e Redukuje sérovy cholesterol
Ltypu (détsky)
e Ovliviluje vznik neurologickych nebo e Snizuje koncentraci lipidi (LDL)
mentéalnich onemocnéni
e Je vasociaci s vyskytem koronéarnich e Je vhodnd pro prevenci raznych
srde¢nich onemocnéni cévnich onemocnéni

Pti traveni f—kaseinu A1 dochazi k odstépeni § - Casomorphinu 7. Jedna se o peptid
sloZzeny ze sedmi aminokyselin, ktery se tvoii jen z variant beta-kaseinu Al, B a C. 3 -
Casomorphin 7 zptsobuje ukladani LDL (low density lipoproteins, ,,Spatny*“ cholesterol)
mlécného proteinu f—kaseinu A2 nemiize vzniknout B - Casomorphin 7, a proto je zdravi
prosp&sna, snizuje riziko vyskytu chorob spojovanych s vysokym piijmem LDL (Srubafova,
Stehlik, 2004). B - Casomorphin 7 je biologicky aktivni a mlZe se projevovat jako opiat,
narkotikum. Vyzkumy na krysach prokazaly, Ze krysy injektované - Casomorphinem 7
vykazovaly ptfiznaky podobné schizofrenii. B - Casomorphin 7 také ovliviiuje faktory spojené
se srdecnim onemocnénim, jako naptiklad agregaci krevnich desti¢ek a LDL oxidaci.

Spole¢nost A2 Corporation Limited byla zalozena roku 2000 na Novém Z¢landé.
Diivodem zalozeni byla snaha o komercializaci vyznamného objevu tykajiciho se podpory
realizace vyhod spojenych s konzumaci mléka. a2 milk™ (A2 mléko) je mléko s pfirozenym



obsahem maximalniho mnozstvi A2 beta-kaseinu, ktery je mnoha studiemi spojovan
s piiznivym ucinkem na zdravi lidi. Od roku 2003 A2 Corporation Limited prodava a2 milk™
na Novém Z¢landé¢ a v Australii jako zdravéjsi variantu standardniho mléka. Ohlasy
zakaznikll byly velmi pozitivni a nova znacka mléka rostla na popularité tim vic, ¢im vic
farmati a zpracovatelé¢ produkuji tuto variantu zdravého mléka. Spole¢nost v soucasné dobé
vyvazi zdravé A2 mléko i do Asie a USA a vyjednava kontrakt s Evropou.

Normandské plemeno bylo pfivezeno Vikingy do Normandie v 9. a 10. stoleti.
Plemenna kniha byla zalozena ve Francii roku 1883. V soucasné dob¢ je Normanské plemeno
ve Francii vyuzivano pro svou vybornou jate¢nou kvalitu a pro produkci mléka na vyrobu
kvalitnich syrd. Jedna se o velmi pfizpisobivé plemeno. Je schopno piezit v tropech, na
zelenych pastvinach i v suchych oblastech. Mléko obsahuje 4,4 % tuku a 3,6 % bilkovin a
pouziva se na vyrobu proslulych francouzskych syri, jako je Camembert nebo Pont-Lévéque.
Vroce 2002 byl v Ceské republice zalozen Svaz chovateli Normandského skotu, ktery
koordinuje $lechténi Normandského skotu po odborné strance v CR a zabezpetuje vedeni
plemenné knihy.

Holstynsky skot nebo také nékdy holstynsko-frisky skot patii dnes mezi nerozsifenéjsi
se klast velky dlraz na zajiSténi kvalitni potravy. Selekce se zaméfuje nejen na vysokou
mléénou uzitkovost, ale také na dobrou plodnost, pravidelné zabfezavani, produkci
zivotaschopnych telat, dobré zdravi a odolnost proti mastitiddm a na dobré utvareni
zevnéjsku, zejména vemene a koncetin. Mléko obsahuje 4 % tuku a 3,3 % bilkovin. V ramci
Ceské republiky je ziizena a vedena jedna spole¢na Plemenna kniha Hol$tynského skotu.
Jejim nositelem je Svaz chovateld Holstynského skotu jako uznané chovatelské sdruzeni.

MATERIAL A METODIKA

Biologické vzorky plemene Normande pro genetickou analyzu byly odebirdny
z 8 chovii v Ceské republice. Soubor vybranych jedincii obsahuje 4 byky a 65 krav. Soubor
testovanych zvifat Holstynského plemene byl nahodné vybrdn z databdze Laboratofe
Aplikované Molekularni Genetiky (LAMGen), pracovisté genetiky, ustav Morfologie,
fyziologie a genetiky zvifat, MZLU v Brng, sklada se z 68 bykii a 1 kravy.

Genomova DNA byla izolovana u casti vzorkll z krve, u ¢asti z mléka pomoci kitu
JETquick Blood & Cell Culture DNA Spin Kit spole¢nosti GENOMED kolonkovou metodou.
Pii prvnich pokusech o sestaveni reakéni smési pro reakci PCR (polymerazova fetézova
reakce) bylo vychdzeno z price MEDRANO, J. F.; SHARROW, L., 1991: Genotyping of
bovine beta-casein loci by restriction site modification of polymerase chain reaction (PCR)
amplified genomic DNA. J. Dairy Sci. 74: 282. Amplifikace genomové DNA probihala
v podminkach in vitro v automatickém programovatelném termocykleru PTC-100™ firmy
MJ Research, Inc., USA, a to ve sterilnich zkumavkach o objemu 0,2 ml. Dal§im krokem je
RFLP — polymorfismus délky restrikénich fragmentd. V ptipadé genu beta-kasein se ptidava
enzym Ddel. NaStépené vzorky se nanasi na 3% agardzovy gel.



U jednotlivych souborti zvifat byla provedena kalkulace alelickych a genotypovych
frekvenci podle genotypt identifikovanych metodami ELFO a PCR-RFLP pro sledovanou
bilkovinu beta-kasein a porovnana mezi vybranymi plemeny a s dostupnymi literarnimi tdaji.

VYSLEDKY A DISKUZE

Frekvence alel genu beta-kasein u Normandského skotu byla 0,4493 v ptipadé alely
Al a 0,5507 u alely 42. U Holstynského skotu byly vypoctené frekvence podobné. Frekvence
alely A/ mé¢la hodnotu 0,4348 a frekvence alely 42 0,5652. Pfi porovnani frekvenci
jednotlivych alel u vybranych souborti zvitat se vysledky témét shoduji. Znamena to, ze
existuje jen minimalni rozdil mezi frekvencemi alel genu beta-kasein mezi Normandskym a
Holstynskym plemenem sledovanych souborii. Rozdily mezi frekvencemi jednotlivych alel
jsou ale vyraznéj$i. Vice je zastoupena alela 42, kterd neni pfi traveni St€pena na rozdil od
alely A1, pti jejimz Stépeni se uvoliiuje B - Casomorphinu 7. Ten ma za nasledek ukladani
LDL v cévach a tim zapfticiiiuje vznik nebezpecnych srde¢nich onemocnéni.

U plemene Normand byly vypoctené frekvence genotypli genu beta-kasein AIAl
0,2029, 4142 0,4928 a A242 0,3043. Holstynské plemeno mélo frekvence genotypi 4741
0,1594, A142 0,5507 a A242 0,2899. Pomér genotypli mezi vybranymi plemeny je téméf
totozny. Rozlozeni genotypt v populacich odpovidd normalu. Z pohledu vlivu mléka
na zdravi clovéka by mélo byt snahou Slechtiteli i chovatell rozsitit do populaci chovaného
mlécéného skotu alelu 42, kterd ma za nasledek produkci ,,zdravého* A2 mléka a tim i sniZeni
vyskytu chorob spojenych s konzumaci A1 mléka. Problémem pii této snaze by mohlo byt
naruSeni genetické variability. Alela A/ by mohla byt uplné¢ nebo ¢astecné v populaci
mlécéného skotu potla¢ena tim by byla narusena rovnovaha populace, coz je nezadouci.

Moznym feSenim by mohlo byt vyselektovani nékolika stdd mlécného skotu, v nichz
by prevladal genotyp 4242. Mléko téchto krav a mlécné vyrobky by byly ureny pro osoby,
které trpi alergii nebo maji problémy s travenim mlécnych bilkovin. Ve zbylych stadech by
byla zastoupena prevazné alela 47 a mléko téchto dojnic by mohlo byt konzumovéano jedinci,
jimz traveni beta-kaseinu A1 nec€ini zdravotni problémy.

Uvedené vysledky jsou srovnatelné s literaturou. Alela A2 je spojovana s pozitivnim
vlivem na zdravi ¢lovéka, proto se jiz v nékterych zemich uplatiuje selekce plemennych bykt
podle genotypu CSN2, kdy jsou uptednostiovani jedinci nesouci tuto alelu, poptipadé
genotyp A4242. V Ceské republice neni zatim tato selekce rozsifena. Neni jisté, zda by
chovatelé uvitali ve stddé chovaného dobytka pravé vyskyt ptiznivé alely A2. Nastaly by totiz
problémy s dojenim mléka, které by se nesmélo michat s mlékem krav s nepfiznivym
genotypem. Zkomplikoval by se svoz a vykup mléka a tim by se také navysila jeho cena.
Pokud by ovSem bylo vyselektovano stado pouze s vyskytem alely A2, tj. s genotypem A2A42,
bylo by vse jednodussi. Pak by ale nastal problém se zpracovanim mléka. Mléko by nesmélo
byt v mlékarné nebo syrarn¢ smichdno s jinym mlékem, jinak by byl jeho pfiznivy Gcinek
znehodnocen. To znamend, ze by musela byt postavena mlékarna, popt. syrarna, ktera by
zpracovavala pouze tzv. A2 mléko. VSe je ale financné velmi naro¢né a v nasich podminkéach
podle mého nazoru tézko realizovatelné.



ZAVER

V poslednich letech se do poptedi z4jmu Slechtitelti a chovatelti hospodéiskych zvitat
dostava studium genetickych markerti a moznosti jejich uplatnéni v selekci a Slechténi. To vse
se uskutecniyje s vyuzitim molekuldrné-genetickych metod, jejichZz pfedmétem zajmu je mimo
jiné mapovani genomu, studium polymorfismu na urovni DNA, studium dédi¢né
podminénych chorob a;.

Cilem této prace bylo stanovit a porovnat frekvence alel a genotypli mezi dvéma
soubory skotu s vyuzitim molekularné-genetickych a statistickych metod. Jeden soubor tvofili
jedinci plemene Normande, plivodniho francouzského plemene, jejich chov se v naSich
podminkach moc nedafi, ale jehoz genetické ukazatele jsou na vyborné¢ urovni. DalSim
souborem byli jedinci plemene Holstyn, jehoZ chov je v nasi zemi velmi rozsifen. Na zakladé
studia literatury byl vybran geneticky marker, beta-kasein, ktery ma vliv na zdravi ¢lovéka.
Pro stanoveni genotypt byla vyuzivana metoda PCR-RFLP.

V lokusu CSN2 byly u obou populaci zjistovany alely A/ a 42. U testovanych
populaci je v tomto lokusu patrna ptevaha alely 42, avSak s malym rozdilem, coz je v souladu
s vysledky publikovanymi v literatufe. Frekvence genotypl genu beta-kasein byly mezi
vybranymi soubory zvitat t¢émé&f srovnatelné. Uvedené vysledky jsou srovnatelné s literaturou.
Alela 42 je spojovana s pozitivnim vlivem na zdravi clovéka, proto by mélo byt snahou
chovatelt a Slechtitelt rozsiftit ji do populace u nas chovaného dojeného skotu.

U vybraného genetického markeru musime dbéat na zachovani rovnovéahy v populaci.
Pfi vymizeni, Gplném nebo Castecném potlaceni nékteré z alel by mohlo dojit ke ztraté
n¢kterych vyznanych znakt populace, coz by narusilo diverzitu. Proto je podle mého nazoru
lepsi snazit se vybirat jedince s pfiznivym genotypem a ty nezadouci se nesnazit eliminovat
z populace Uplné.

Vysledky této prace se Casto shoduji s daty publikovanymi v literatufe. Dokazuji,
7e ob¢ plemena maji v daném lokusu specifickou variabilitu. Zajimavé je ale srovnani téchto
plemen. HolStynské plemeno vykazuje pomérné dobré vysledky, ale Normandi chovani u nés
jsou v mnohych ukazatelich lepsi. Proto by mélo byt snahou rozsifit chov tohoto
francouzského plemene i u nas.
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