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ABSTRACT

Lactoferrin, glycoprotein, plays an important ratedefense mechanism of mammary gland of milk
producing animals. The amount of lactoferrin ineema during inflammatory process and viral
infections.Lactoferrin gene LTF) is localized on the 22924 bovine chromosomeotu$ ofLTF gene
two different allelic variants were mapped. Theaeants code tree different genotypesA; AB and
BB. GenotypeAA is associated with lower somatic cell count, ggne®AB with higher somatic cell
count. It was confirmed th&fTF gene can be used as a genetic marker for songditiconcentration in
milk and as a marker for susceptibility/resistatwenastitis in dairy cows. Mastitis is one of thaim
reasons of decreasing cow's milk quality. Mastites an influence to composition and technological
properties of milk. The aim of this study was talyme lactoferrin gene polymorphism and evaluate
interactions between genotypes of this gene amdteel traits in chosen group of dairy cattle.

DNA was isolated from milk (n=49) using JETQUICKdBH & Cell Culture DNA Spin Kit (Genomed
GmbH, Germany). PCR was performed according to 3RFand KUHN (1994). PCR product was
restricted byEcoRI, fragments were visualized on 3% agarose gehoGpes were associated with
somatic cell count, yield of milk and lactation. tBavere processed by Proc GLM SAS 9.1.4. Two
genotypes oL TF gene were found in this studgA and AB, of frequencies equal to 57.14% and
42.86%, respectively. GenotyB8 was not detected. It was established that ncsttatily significant
association exist between the somatic cell coudLdk genotype, lactation and yield of milk. Some of
the reasons of differences between studies coulddifferent amount of animals, variation in
frequencies of genotypes and alleles and factntiaestitis is multifactorial disease caused especipll
pathogens. According to results of this studgtoferrin gene cannot be used as a marker for
resistance/susceptibility to mastitis in dairy leatt
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UvoD

Laktoferin, glykoprotein #ive zndmy jako laktotransferin, patlo skupiny transferin Molekularni
hmotnost proteinu je 80 kDa (1). Podéhako transferin je i laktoferin sloZzen ze dvou efazych mist
pro Zelezo (F€) a z bikarbonatového aniontu. Je hlavnim proteinesekundarnich granulech
neutrofili (4). Vyznamnym zdrojem laktoferinu jsou neutrafilyaktoferin ma #izné biologické funkce.
Hraje vyznamnou roli v metabolismu Zelezagledi a proliferaci buék a vyzn&uje se také
antibakterialni, antivirovou a antiparazitickou igitbu (1). Laktoferin hraje @lezitou roli v obranném
mechanismu mignych ZIaz zwviat produkujicich mléko. Bakterie gebuji Zelezo protst a laktoferin
dokéze inhibovat vyskytéthto bakterii diky chelaci Zeleza,ufe gimo zabijet vkteré kmeny
bakterii (2). Mnozstvi laktoferinu se vyrazrnzvySuje Whem zagtlivého procesu a virového
onemocgni (8). Poprvé byl laktoferin izolovan z kravskémaléka, nasledh potom i z mléka
mateského. Krond mléka byl detekovan napve slinach, slzach, nosnich aigmskovych sekretech,
gastrointestinalni tekutén ZIwi a mai. Slezina a kostniign obsahuji velké mnoZstvi tohoto proteinu.
Mnozstvi laktoferinu v mléce je rozdilné mezidrubiev vySSi je u lidi, prasat a mysi, niz§i potom
v kravském mléce a mléce ostatni¢ezvykavad (3). Mnozstvi laktoferinu v kravském mléce séze
vyrazre zvysit gi vyskytu mastitidy a stani na sucho (7).

Gen laktoferin (LTF) se sklada ze 17 exbnVelikost genu je variabilni mezi druhy skotu, rmys

a lidskym genem, a to od 23 do 35 kb. Hlavni rokfil mezi exony 2 a 11, protoze mysi, kravsky
a praséi LTF obsahuje o jednu az gaminokyseliny méanezLTF lidsky (4). Exprese genlTF byla
poprvé detekovana ve stadiu 2 - 4nkby embryonalniho vyvoje (6)LTF gen skotu se nachazi
na chromozomu 22qg24. V ramci tohoto genu byla zmapa mutace. V lokusu tohoto genu byly
nalezeny dv alely, alelaA a alelaB, které koduji iti rozdilné genotypy -AA, AB, BB. GenotypAA

je spojovan s nizkym vyskytem somatickych #unv mléce, kdezto u genotypdB je paet
somatickych bugk nejvySsi. Poet somatickych butk se zvySuje s nastajicim ¥kem dojnice

a obdobim laktace. Bylo potvrzeno, Z&F gen niize slouzit jako geneticky marker pro koncentraci
somatickych bugk v mléce a také jako marker pro resistenci/nadstimi€nych krav k mastitid,
onemocgni ml&né Zlazy (5). Koncentrace laktoferinu v mléce jévona stadiem laktace a ftem
somatickych bugk (2).

Mastitida je jedno z onemoeni, které nize postihnout dojny skot. Vestging pripadi je zpisobena
predevsim infeénimi patogeny, mezi které gazejménaSaphylococcus aureus, Streptococcus uberis
aEscherichia coli (9). Rozdily ve vyskytu tohoto onemdtri jsou zn&né. MI&n& plemena pochazejici
z vychodni Francie (n&pMontbeliarde) a s&dni Evropy (nap Simmental, Brown Swiss) maji nizsi
potet somatickych butk v mléce a vyskyt klinické mastitidy nez holStygiskkot. Existuji i rozdily
vramci plemene, které jsou igpbené zejména préstim. Rima selekce zvat proti mastitid
je slozita, protoze ve&sing zemi nejsou fipady vyskytu mastitidy zaznamenavany a heritabilit
tohoto onemocni je velmi nizka (10).

Mastitida je jednou z hlavnichtipin snizovani kvality mléka skotu. Kramsmyslovych vlastnosti
mléka jsou naruSeny i jeho fyzikalni, biologickénatricni vlastnosti a sloZzeni. Snizena je i jeho



technologicka zpracovatelnost. Zdraldveka je ohroZzeno patogeny, které se vyskytuji v miéeieo
toxiny, které tyto patogeny produkuji, ggads i rezidui antibiotik pouzivanychiplécbé mastitid.

Cilem této prace bylo stanovit polymorfismus gedakioferin u vybraného souboru dojného skotu
a zjistit vztah mezi stanovenymi genotypy a vybranylastnostmi miléka.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky mléka byly ziskany s klinicky zdravych dagjnhol$tynského plemene skotu (n=49). Vzorky
byly odebirany bez ohledu na&kvdojnic a laktaci. Ziskané vzorky bylyeal naslednymi analyzami
uchovéany v mrazéakuip-20 °C.

DNA byla izolovana z mléka kolonkovou metodou pomkitu JETQUICK Blood & Cell Culture
DNA Spin Kit (Genomed GmbH, Germany). Fragment gé&f o délce 301 bp (base pair) byl
namnozen pomoci polymerazoe&zové reakce (PCR) podle metodiky SEYFERT and KUHSB4).
PCR reakce pratla v termalnim cykleru MJ Research PTC-200 Pelflieermal Cycler®. Ziskany
PCR produkt byl &pen restrikni endonukleazo&coRI (Fermentas)ip 37 °C po dobu 3 hodin. Tento
restrikéini enzym rozpozna mutaci v gehdF a roz&pi PCR produkt o délce 301bp na fragmenty
o délkach 201bp a 100bp. Pokud neni fragmeipiest restrikni endonukledzou, tzn. pokud se v Gseku
DNA nenachazi mutace, jedna se o aldluAlela B je charakterizovana dma fragmenty (201bp
a 100bp). Ziskané fragmenty byly vizualizovany eigforeticky na 3 % agarozovém gelu.

Stanovené genotypy byly porovnavany stpm somatickych butk, mnoZstvim nadojeného miéka
a stadiem laktace dojnic. Data byla zpracovana Girbtedurou programu SAS 9.1.4. Pro Wgto
byla pouZita nasledujici rovnice:

y=p+E+E+E+e

kde:

y = patet somatickych bufk (pozorovana hodnota)

p = primér poitu somatickych bugk

E; - Es= efekty: laktace, mnoZstvi nadojeného mléka & genotyp

e = nadhodna rezidualni chyba

VYSLEDKY A DISKUZE

U sledovaného souboru raf byly u genulLTF detekovany genotypyAA a AB, genotyp BB
se nevyskytl. Frekvence jednotlivych gendiypyly nasledujici: genoty®®A 57.14 % a genotyp
AB 42.86 %. Frekvence alel byla 78.57 %, alel byla 21.43 %. B srovnani vysledk frekvenci
alel s WODJDAK-MAKSYMIEC et.al. (2006) se data vyragznneliSi (alelaA 67.74 %; alelaB
32.56 %). Rozdil je ve frekvencich genatyp to z dvodu nepitomnosti genotypB v ieSené studii.
To mize byt zgisobeno vybrem zvfat pro tuto studii. Vyer byl nahodny, rozlozeni genotyp
v populaci by nilo byt rovnonérné, a to v tomtoifjpads neni. Roz&enim pdtu jedind by se populace
mohla dostat do genetické rovnovahy.



Podle WODJDAK-MAKSYMIEC et al. (2006) existuje statisticky fkazna asociace mezi ¢gem
somatickych bugk aLTF genotypem a laktaci. Podle CHENGal. (2007) byl gerL TF signifikantré
asociovan s laktaci a denni produkci mléka. PodBEDMDAK-MAKSYMIEC et al. (2006) je genotyp
AA spojovan s nizkym @tem somatickych busk v mléce, genotyf\B s vy5§§im pdtem somatickych
burgk v mléce. Analyzou dat pouzitych v této studii ylektanoven statisticky pkazny rozdil mezi
genotypem genl.TF a pdtem somatickych butk, mnozstvim nadojeného mléka a laktaci. Pouze
v piipads asociace mezi gtem somatickych butk a genotypyAA a AB v prvni laktaci se vypitana
hodnota blizZila statistické fkaznosti (0.0569).

Jednou z moznych ffgin rozdilného vysledku analyz mezi vySe zdémymi publikacemi

a vypracovanou studii ide byt velikost souboru Zdt pouzitych k analyze, dale pak v rozdilnost
plemen a to, Ze se studovan& populace nenaché&rietické rovnovaze. NavySenim¢cpo jedina
mize dojit k tomu, Ze populace bude v genetické reame, tzn. Ze ip laboratorni analyze budou
detekovany vSechny mozné alely a genotypy dekioferin. DalSi gicinou toho, Ze vysledek asotid
analyzy nebyl statisticky pkazny, mize byt i to, Ze mastitida je onemaai, které neni zjsobeno jen
jednou picinou. Je to polyfaktorové onemagn, na jejim vzniku se podili cefadaciniteli vngjsiho
prostedi, a proto asodiai analyza vybraného genu a vlastnosti nemusitatysticky pfikazna.

ZAVER

Mastitidy predstavuji problémipdevsim ve snizeni kvality mléka a jeho zpracov@adle recentnich
publikaci je genlaktoferin vhodnym markerem pro mnozstvi somatickych daum mléce, tedy jako
marker pro nachylnost/rezistenci ®ié€ho skotu k mastitiddm. Cilem této prace bylo midn
polymorfismus gendaktoferin u vybrané populace holStynského skotu a provésti@si analyzu
mezi stanovenymi genotypy genu LTF a vybranymi gn§iatet somatickych butk, mnozstvi
nadojeného mléka, laktace). Vysledky ziskané v shalii hypotézu, ze LTF gen je vhodnym
molekularrg-genetickym markerem pro nachylnost/rezistenci élognskotu k mastitidam, nepotvrzuiji.
Jednou z {i¢in, pras nebyla prokdzana zadna asociace mezi polymorfisgemiLTF a vybranymi
znaky, niize byt velikost populace, pfipadt plemeno dojného skotu a také fakt, ze mastitida
je ve &tSing pifpadi zpisobena iznymi ¢initeli vngjSiho prostedi. V dalSi studii bude otestovaetsi
soubor zvfat, provedena asocial analyza a vysledky porovnany s recentni litecatu
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