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a zpasoby testovani prasat za ti€elem stano-
veni téch, které s vét$i pravdépodobnosti pro-
dukuji vétsi vrhy. Tyto prasata se prednostné G/A = G nebo A v polymorfaim misté
vybiraji pro ucely chovu. Markery jsou zaloZe-
ny na pfitomnosti nebo absebci polymofrismti
v kédujici oblasti genu receptoru praseéiho
prolaktinu. -
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Gen receptoru prolaktinu Jako geneticky marker zvySeni

velikosti vrhu u prasat.

Oblast techniky

Vyndlez se obecné tykd detekce genetickych rozdild
vzhledem k ulinnosti reprodukce u prasat. Zvlasté pak se tyké
pouziti genetického markeru genu receptoru prolaktinu, ktery

nese dédic¢ny rys zvySeného poctu mléddat ve vrhu.

Dosavadni stav techniky

Hlavnim limitujicim faktorem produkce vepfového masa Je
u¢innost reprodukce, kterd se definuje Jjako polet prasat
produkovanych chovnou prasnici. V USA je prumérny polet Zivych

narozenych selat p¥ibliZné 9,5 selete ve vrhu. Dédic¢nost

oe

velikosti vrhu neni podstatngd (10 aZz 15 %) a standardni
genetické metody selekce chovnych prasnic na zdkladé& velikosti
vrhu nejsou ufinné. Proto je tfeba najit zplsob, ktery umoini
selekci na zéakladé ucinnosti reprodukce na urovni bunky nebo
DNA.

Cinskd plemena Jjsou znamy tim, Ze dfive dospivaji a
vykazuji znac¢nou velikost vrhu. Americkd plemena vykazuji
vy&8i rychlost rlistu a maji nizky obsah tuku. Proto je Zadouci
zkombinovat nejlep&i charakteristiky obou typu, p¥ilemZ se
zlep&i ucinnost produkce vepfového masa v USA. Toto usili se
podpofilo objevem gendt nebo genetickych markert, které
vykazuji spojitost se zvySenim velikosti vrhu u prasat.

V nékolika vyzkumnych skupindch pouZivaji p¥i studiu DNA
prasat analyzu RFLP. V publikaci Jung et al., Theor. Appl.
Genet., 77: 271-274 (1989) se popisuje pouZiti metody RFLP,
aby se prokdzala geneticka variabilita dvou plemen prasat. U
té&chto plemen se prokazal polymorfizmus u gend antigenu tridy
I praseCich leukocytlt (SLA). V publikaci Hogans et al.,
Abstract for Annual Meeting of ,Midwestern Section of the

American Society of Animal Science, March 26-28, 1990, se




upozorfiuje na existenci polymorfismu genl prasec¢iho hlavniho
komplexu histokompatibility (MHC) u d&inskych prasat. Tento
polymorfismus se prokazal analyzou RFLP. V publikaci Jung et
al., Animal Genetics, 26: 79-91 (1989) se popisuje analyza
RFLP genu SLA t¥idy I u uréitych wvep?l. Autori uvadi, :Ze
vysledky naznacuji spojitost mezi geny prasec¢i SLA/MHC t¥idy I
a produkci a projevenim rysl. Autori dale uvadéji, Ze pouZiti
restrikénich fragmentd SLA t¥idy I Jjako genetickych markert
miZe mit potencidl zlepd$it v budoucnosti rlist prasat.

Dédle patent USA &. 5,550,024 (Rothschild et al.,) doklada
polymorfismus u genu receptoru praseliho estrogenu, ktery se
spojuje se zvySenim velikosti wvrhu.

Jinym prasedim hormonen, ktery mé& vztah k UspésSné
reprodukci, je prolaktin. Prolaktin (PRL) je hormon vylucovany
pfednim lalokem hypofyzy, ktery se 1U&astni fady ruznych
endokrinnich aktivit a Jje podstatny pf¥i UspésSné reprodukci.
Jednou z jeho nejlépe charakterizovanych funkci Je regulace
produkce mléka u dospélych savct. PRL je nutny pf¥i stimulaci
tvorby mléka nebo pfi syntéze mlécnych proteint. Toto plsobeni
zprost¥edkovava receptor prolaktinu (PRLR) . Receptor
prolaktinu (PRLR) pat¥i do super-rodiny cytokin/GHR/PRLR. KdyZ
se receptor prolaktinu aktivuje ©prolaktinem spousSti se
signadlni cesta transdukce, kterd aktivuje transkripci genu,
jako je gen B-kaseinu a o-laktalbuminu. Po aktivaci receptoru
prolaktinu prolaktinem zac¢ind signadlni cesta transdukce, kteréd
pravdépodobné zahrnuje tyrozinovou kindzu Jak2. Mutace
karboxylového konce proteinu, které méni specificky
fosfotyrozinovy zbytek, bréni receptoru aktivovat tyrozinovou
kindzu Jak 2 a interferuje s aktivaci transkripce genu B-
kaseinu (Lebrun, J., Ali, S., Groffin, V., Ullrich, A., Kelly,
P. (1995). A Single Phosphotyrosine Residue of the Prolaktin
Receptor 1is Responsible for Activation of Gene Transcription.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 4031-4035). U krys, mnysi,

krdlikd a 1lidi se charakterizovaly dlouhé a kratké formy




receptorového proteinu, stejné& 3jako velikosti transkripti (
Boutin, J., Edery, M., Shirota, M., Jolicoeur, C., Lesueur,
L., Ali, S., Gould, D., Djiane, J., Kelly, P. (1989) .
Identification of ¢DNA Encoding a Long Form of Prolactin
Receptor in Human Hepatoma and Brest Cancer Cells. Mol.
Endocrinol.3, 1455-1461.; Edery, M., Jolicoeur, CC., Levi-
Meyrueis, C., Dusanter-Fourt, I., Petridou, B., Boutin, J.,
Lesueur, L., Kelly., P., Djiane, J. (1889). Identification and
Sequence Analysis of a Second From a Prolactin Receptor by
Molecular Cloning of Complementary DNA From Rabbit Mammary
Gland. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 2112-2116.; Lesueur, L.,
Edery, M., Ali, S., Paly, J., Kelly, P. (1991). The
Prolactin/Growth Hormone Receptor on Prolactin-InducedMilk
Protein Gene Transcription. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88,
824f828. ). Ukédzalo se v3ak, Ze kratkd forma neni schopna
aktivovat transkripci genl mlécnych proteinti. Medidtorova RNA
pak pochazi =ze stejného primarniho transkriptu a zplsobuje
alternativni sest¥ih 2zv1asté u nepfekladdanych oblasti u
kradlika a u c&lovéka. V posledni dobé se také ukézalo, Ze PRL
stimuluje in vitro produkci progesteronu ve velkych prasedich
luteédlnich bunkéach. Progesteron Jje nutny  pti udrZeni
téhotenstvi. UvaZuje se, Ze PRLR zprostfedkovava ucinky
injektovaného rlstového hormonu (bST) v podobé vys&iho vyté&Zku
mléka u telat a proto miZe byt také daleZity p¥i kolisani
vytéZku mléka u prasat. U 1lidi a my3i leZi receptor rastového
hormonu (GHR) a PRLP blizko sebe (Arden et al., 1990; Baker et
al., 1992), pricemZi Jje pravdépodobné, Ze tyto dva geny jsou
spojeny také u prasat. U prasat se GHR zmapoval na chromozomu
16, zatimco PRLP neni zmapovan. V pripadé& PRLP se neuvadi
genetické variabilita.

Vynédlez popisuje geneticky marker zaloZeny na objevu
polymorfizml u genu receptoru prolaktinu, ktery se spojuje se
zvySenim primérné velikosti vrhu u prasat. To umoZni u prasat

provést genetické typovani genl receptoru prolaktinu a




stanovit vztah specifickych RFLP a zvySené velikosti wvrhu. To
také umoZni identifikaci Jjednotlivych samci a samic, které
nesou gen zpUsobujici vét3i vrhy. V pfipadé samic je pak moZné
oCekavat, Ze Jejich vrh bude vét3i, neZ je primér u jejich
plemene. V pfipadé samcl se olekava, Ze Jejich potomstvo
sami¢iho pohlavi bude vykazovat silnéj3i vrhy neZ je primér u
daného plemene. Marker se pak stane selek&nim nédstrojem pro
vyvoj linie a plemene, které produkuje vrhy s vy35im poctem

mlédat.

Podstata vynédlezu

Vynadlez popisuje zplsob testovéni prasat =za udelem
vytypovani té&ch, které s velkou pravdépodobnosti budou
produkovat silné vrhy.

Vyndlez déle popisuje zplsob identifikace genetickych
markertt velikosti vrhu u prasat.

Dédle vyndlez popisuje zpusob produkce genetickych markert
velikosti vrhu u prasat.

Vynalez také popisuje kit, ktery hodnoti vzorek praseli
DNA  podle pfitomnosti specifickych genetickych markert
velikosti wvrhu.

Dalsi predméty a vyhody vynalezu Jjsou uvedeny
v nasledujicim popisu vynalezu a CéasteCné vyplyvaji 2z popisu
nebo mohou vyplynout 2z pouZiti vynélezu. PF¥edmétt a vyhod
vyndlezu se dosdhne prostfednictvim a kombinacemi zplUsobu
uvedenych v patentovych néarocich.

Aby se dosahlo jednotlivych pfedmétlh vyndlezu a v souladu
s Uelem vynalezu, Jjak se zde uvadi, se popisuje zpusob
testovani prasat zZa ucelem zjisténi, které prasata
pravdépodobnéji produkuji silnéjdi vrh, kdyZ jsou b¥ezi, nebo
za UCelem selekce prasat, jenZ nesou alely indikujici slab3i
vrh. Termin , vrhy se zvy8enou velikosti, (siln&j&i vrhy)™
znamend  podstatné zvySeni velikosti vrhu ve srovnani

s primérnym vrhem dané populace. Tak vyndlez popisuje zpusob




testovani prasat za ulelem zjidténi, kterd prasata s vét3i
nebo men$i pravdépodobnosti produkuji silné&jsi vrhy. Tento
zpUsob zahrnuje 1) ziské&ni vzorku genomové DNA z prasete; a 2)
analyzu genomové DNA =ziskané v kroku 1) za uGclelem stanoveni,
ktera (&) receptorovéa(é) alelal(y) Je (jsou) ptitomny. Vzorek
genetického materidlu se ziskal =z prasete a analyzuje se za
ucelem stanoveni pritomnosti nebo absence polymorfismu
v kodujici oblasti genu prolaktinového receptoru, ktery
koreluje se zvy3enou velikosti vrhu.

V preferovaném provedeni vynéalezu termin polymorfismus
znamend polymorfismus délek restrikénich fragmentlli a test
zahrnuje identifikaci genu receptoru prasec¢iho prolaktinu
v izolovaném prasedim genetickém materialu; plsobeni
restrikéniho enzymu na gen za vzniku restrik&nich fragmentt
genu o rlUznych délkéach; separaci restrik&énich fragmentu =za
vzniku restrikéniho paternu, pticemZ separace se muZe
uskutec¢nit elektroforézou nebo pouZitim HPLC; a srovnani
vysledného paternu restrikénich fragmentl vytvofeného 2z genu
receptoru prasediho prolaktinu, o kterém se vi, Ze nese nebo
nenese poZadovany marker. JestliZe test pritomnosti markeru u
prasete je pozitivni, prase se mlZe zatadit do chowvu. JestlizZe
test prasete neni pozitivni, prase se vyfadi ze skupiny a
pouZije se jinym zplUsobem.

V p¥ipadé nejvice preferovaného provedeni se izoloval gen
za pouZiti primert a DNA polymerdzy =za ulelem amplifikace
specifické oblasti genu, kterd vykazuje polymorfizmus. Dale
amplifikovana oblast se pak Stépi restrikénim enzymem a
fragmenty se opét separuji. Vizualizace paternu RFLP se
uskute&nila jednoduchym barvenim fragmentll nebo znacenim bud
primerti nebo nukleosid-trifosfatli, které se pouZivaji p¥Fi
amplifikaci.

V pfipadé Jjiného provedeni  vynélez zahrnuje zplisob
identifikace genetického markeru velikosti wvrhu wu urdité

populace prasat. Chovaji se samci a samice prasat stejného



plemene nebo k¥iZeného plemena nebo podobné genetické 1linie,
stanovi se podet potomkli, které produkuje kaZdid samice.
Stanovi se polymorfismus genu receptoru prolaktinu kaZdého
prasete a stanovi se souvislost s polCtem potomkt.
Upfednostnuje se, aby se pro stanoveni polymorfismu pouZila
analyza RFLP a nejvice se upfednostiiuje, aby se DNA &tépila
restriké&ni endonukledzou Alul.

Je také moZné stanovit spojeni mezi specifickymi alelami
alternativnich markerd DNA a alelami marker DNA, o kterych se
vi, Ze Jsou spojeny s urlitym genem ( nap¥. zde diskutovany
gen receptoru prolaktinu), o kterém se u? d¥ive zjistilo, Ze
je spojen s urCitym rysem. Pak v soucCasné situaci je moZné =za
pouZiti genu receptoru prolaktinu nep¥imo vybrat prasata,
kterd pravdépodobné produkuji slabé vrhy. Selekce se provadi
na zakladé Jjistych alel markeru asociovaného s receptorem
prolaktinu prostfednictvim selekce specifickych alel
alternativnich markerd chromozomu 16. Priklady takovych
markerti, o kterych se vi, Ze Jjsou spojeny S receptorem
prolaktinu na prasec¢im chromozomu 16, zahrnuji SW1305, S0077,
50006, Sw2411, SW1035 a S0111. Uvedené markery Jsou
mikrosatelity a receptor rlstového hormonu (GHR).

Vyndlez d&le =zahrnuje kit vhodny pro hodnoceni vzorku
prase&i DNA na =zé&kladé pritomnosti poZadovaného genetického
markeru v genu receptoru prasecCiho prolaktinu, ktery indikuje
nedédicény rys, kterym Jje silny vrh. Kit tvofi p¥inejmenSim
kontejner s jednim nebo vice ¢&inidly, kterd identifikuji
polymorfismus genu promotoru praseciho prolaktinu.
Upfednostniuje se, aby <&inidlem byla sada ligonukleotidovych
primert schopnych amplifikovat fragment genu receptoru
prasediho prolaktinu, ktery vykazuje polymorfismus.
Upfednostiiuje se, aby kit dé&le obsahoval restrik&ni enzym,
ktery Stépi gen receptoru prasefiho prolaktinu alespoii

v jednom misté. V pripadé nejvice preferovaného provedeni




vynalezu Jje uvedenym restrikénim enzymem Alul nebo enzym,
ktery rozezndvéd stejné misto Stépeni.

Vyndlez popisuje genetické markery velikosti vrhu u
prasat. Dale popisuje zpasob testovani prasat =za ulelem
stanoveni, ktera prasata, na =zakladé pfitomnosti nebo absence
polymorfismu v genu receptoru prolaktinu, ktery koreluje se
zvySenim velikosti vrhu, budou pravdépodobné vykazovat silné
vrhy. Termin ,zvySenli velikosti vrhq” znamena Dbiologicky
podstatné zvy3eni velikosti vrhu ve srovnédni s prumérnym vrhem
dané populace.

Vyndlez se tyka genetickych markerl a zpuasobl identifikace
téchto markertt u prasat urc¢itého plemene, druhu, populace nebo
skupiny, ©ptricemZ samice prasat s velkou pravdépodobnosti
vykazuje vrh, ktery Jje podstatné vét3i (podet mléadat) ve
srovnani s prumérnym vrhem urcitého plemene, druhu, populace
nebo skupiny. MaZe se pouZit libovolny zplsob identifikace
ptitomnosti nebo absence tohoto markeru, napfiklad analyza
SSCP (polymorfizmus jednofetézcové konformace, RFLP annalyza
analyza heteroduplexu, gelovad elektroforéza s denaturacnim
gradientem a elektroforéza =z teplotnim gradientem, ligézova
fet&zcovad reakce nebo dokonce pfimé sekvenovani genu receptoru
prolaktinu a testovanim paternu po Stépeni restrikénim enzymem
Alul ve 3° preklédané oblasti.

Dal3i moZné metody zahrnuji systémy, které neprobihaji na
gelu, Jako Jje TagMan™ (Perkin Elmer). V p¥ipadé uvedeného
systému se oligonukleotidové primery navrhuji tak, aby
lemovaly diskutované mutace a umoZniuji PCR amplifikaci
oblasti. Treti oligonukleotidovd sonda se navrhuje tak, aby
do3lo k hybridizaci s oblasti obsahujici z&kladni subjekt,
ktery je rozdilny u ruznych alel genu. Tato sonda je znadena
fluorescenénimi barvivy na obou koncich 3° a 5°. Barviva se
vybrala tak, Ze fluorescence jednoho barviva je, v ptripadé&, Ze
se barviva nachazeji v takové blizkosti, wutlumena druhym

barvivem a neni moZné Jji detekovat. Extenze pomoci Tag DNA




polymerdzy 2z primeru PCR umisténého na 5 -konci templatu
vzhledem k sondé& vede ke 3tépeni barviva pfipojeného na 5'-
konci navazané sondy prostfednictvim nukledzové aktivity Taqg
DNA polymerédzy na 5°-konci. Tato skuteCnost odstranuje efekt
tlumeni fluorescence, coZ umoZiuje detekci fluorescence
uvolnéné z barviva na 3° konci sondy. Diskriminace mezi
ruznymi sekvencemi DNA vznika na zakladé skutecnosti, Ze
jestliZe  hybridizace sondy s templadtovou molekulou neni
kompletni, to znamend Ze zde existuje chybné péirovani nékteré
z forem, neprobéhne Stépeni barviva. K odstranéni jevu tlumeni
fluorescence dojde pouze Vv pfipadé, Ze nukleotidovad sekvence
oligonukleotidové formy je zcela komplementdrni s templatovou
molekulou, na kterou se véaZe. Reakdni smés miZe obsahovat dvé
sondy s ruznymi sekvencemi, kdy kaZd& Jje navrZena proti rlznym
alelédm, které mohou byt p¥fitomny, coZ umoZnuje detekovat obé
alely v jedné reakci.

PouZiti RFLP Jje preferovanym zplisobem detekce
polymorfismu. ProtoZe v3ak pouZiti analyzy RFLP =zavisi na
polymorfismu a na restrikénich mistech DNA na molekule
nukleové kyseliny, mohou se pouZit 1 jiné zplsoby detekce
polymorfismu. Tyto zplsoby zahrnuji ty, které analyzuji
produkt polymorfniho genu a detekuji polymorfismus stanovenim
vyslednych rozdill v produktu genu.

Analyza RFLP Jje obecné metoda v oboru dobfe znéma.
Popisuje se napt¥iklad v publikacich USA patentech ¢&. 4,582,788
podaném 15. dubna 1986 (Erlich) a 4,666,828 podaného 109.
kvétna 1987 (Gusella), 4,772,549 podaném 20. zari 1988
(Frossard) a 4,861,708 podaném 29. srpna 1989 (Frossard).
Metoda zahrnuje zplsob ziskdni DNA za uclelem studia, 3&tépeni
DNA restrikénimi endonukledzami, separace vyslednych fragmentl
a detekci fragmentd rGznych genu.

Vzorky genetického materidlu prasete podle vyndlezu se
mohou =ziskat 2z krve, tkané, sperma atd. Obecné lze Fict, Ze

genetickym materidlem Jje DNA a jeho =zdrojem 3jsou buliky




periferni krve. Aby bylo dostatek DNA k analyze Je nutné
ziskat dostatecné mnoistvi buné&k. Odbornik vi, jaké mnoZstvi
DNA Jje pro analyzu nutné nebo to miZe velmi snadno urcit.
K izolaci DNA =z bun&k krve se pouZivaji metody, které Jjsou
v oboru dob¥e znamy.

Dadle se amplifikuje oblast, kterd zahrnuje polymorfismus,
za pouZiti primer a standardnich metod, jako Jje polymerézova
Yet&zcovd reakce. Tyto metody se popisuji v publikacich
patenty USA &. 4,683,195 podaném 28. cervence 1987 (Mullis et
al.,), 4,683,202 podaném 28 Cervence 1987, (Mullis), 4,800,159
podaném 24, ledna 1989 (Mullis, et al.), 4,889,818 podaném 26.
prosince 1989 (Gelfand, et al.,) a 4,902,624 podaném 20. Unora
1990 (Clumbus, et al.,). Selekce primertt se diskutuje ve =zde
uvedenych publikacich. Pomoci primertt se amplifikuje 3~
k6édujici oblast a nepfekladdand oblast genu receptoru praseciho
prolaktinu, jak zobrazuje obréazek &. 2. Na zakladé vynalezu a
v kombinaci se svymi znalostmi miZe odbornik snadno navrhnout
jiné takové primery.

Izolovand DNA se pak 8§tépi restrikénimi endonukleédzami,
které hydrolyticky &tépi DNA ve specifické nukleotidové
sekvenci, které se nazyva restrikéni misto. Takové
endonukleédzy, které se také nazyvajl restrikéni enzymy, Jjsou
v oboru dobfe znémy. V souladu s vyndlezem Jje vhodné, vybrat
ten enzym, ktery 3Stépi kédujici oblast genu receptoru
prolaktinu alespoil na Jjednom misté, za vzniku alespon dvou
fragmentd genu. Metodou znadmou Vv oboru ve spojeni s obsahem
vyndlezu se stanovi, zda libovolny z takovych fragmentd je ¢&i
neni polymorfni a zda libovolny polymorfismus (RFLP) Jje spojen
s velikosti wvrhu. Upfednostinovanou restrik&ni endonukledzou je
AluI. Restrikéni enzym Alul Stépi sekvenci dvouretézcové DNA
5"-AGCT-3". Odbornik snadno na zéakladé svych =znalosti a
informaci uvedenych v popisu vynédlezu stanovi mnozstvi

restrik&niho enzymu, které je nutno pridat ke wvzorku, ktery
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obsahuje praseCi DNA a vhodné podminky, pfi kterych probiha
Stépeni.

Restrikéni fragmenty se pak analyzuji metodami znémymi
v oboru, které obecné zahrnuji bud separaci fragmentli a
vizualizaci barvenim nebo nésledné blotovani a hybridizaci,
pfic¢emZ vznikd urdéity patern, nebo stanoveni rlznych velikosti
fragmenti. Pozdéji se urc¢uji Jjeden nebo vice fragmentid
(markert), které souvisi se zvySenim velikosti vrhu.
Preferovanou metodou separace je gelovd elektorforéza.

PFi této metodé& se aplikaci elektrického pole separuji
vysledné fragmenty Stépeni v podplrném mediu na =zakladé
velikosti. Jako podplrné medium se v obvyklém pripadé
pouZzivaji gely, jako Jjsou agarozové nebo akrylamidové gely.
Buifiky na Jjednom konci gelu se naplni vzorkem, ktery obsahuje
restriké&ni fragmenty. Jako kontrola se na stejném gelu déli
jeden nebo vice markertd velikosti, coZ umoZni odhad velikosti
restrik&nich fragmentli. Tento postup obecné umcoZiuje stupen
rozlideni, ktery separuje fragmenty, které se od sebe 1isi
napfiklad nap¥iklad pouze 1 nebo 2 péary bazi.

U alternativniho provedeni vynalezu se fragmenty
denaturuji a fyzicky se pFfendSejl 2z gelu na pevnou podporu,
upfednostniuje se nylonovad membrana, pficemZ dochézi ke
kontaktu gelu s filtrem za pfitomnosti vhodnych &inidel a =za
vhodnych podminek, které podporuji transfer DNA. Takovéa
¢inidla a podminky jsou v oboru dob¥e zndma. Tak se udrZuji
relativni pozice fragment® DNA dosaZené zplsobem separace.

Daldim krokem Jje detekce rhznych kategorii wvelikosti
fragmentdl nebo v jiném pripadé detekce fragmentu urdité
velikosti. Tento fragment se pozdéji mlZe stat zajimavym,
protoZe mlZe byt genetickym markerem spojenym se zvySenou
velikosti vrhu. Barveni fragmentti se prednostné provadi za
pouZziti etidiumbromidu a podobné.

Jinym zplsobem Jje pouZiti hybridizacni sondy. Takovou

sondou Jje oligonukleotid nebo polynukleotid, ktery dJe
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dostatedné komplementdrni nebo homologni s fragmentem, se
kterym hybridizuje za vzniku komplexu sonda-fragment.
Upfednostiiuje se, aby sondou byla c¢cDNA sonda. Oligonukleotid
nebo polynukleotid Jje znalen detekovatelnou 1léatkou. To
umoZiuje detekci restrikénich fragmentti, se kterymi sonda
hybridizuje. Sondy se zna¢i standardnimi metodami znaceni,
jako je radioaktivni =znaceni, znaceni enzymem, fluorescencni
znaceni, znacCeni biotinem-avidinem a podobné. Metody znaceni
se popisuji v publikacich patentech USA &. 4,711,955 podaném
8. prosince 1987, (Ward et al., ) a 4,868,103 podaném 19. =z4ari
1989 (Stavrianopoulos et al.,).

Sondy Jjsou v kontaktu s nylonovou membranou, kteréa
obsahuje restrikéni fragmenty, po dostatelnou dobu a za
vhodnych hybridizadnich podminek  hybridizuji s fragmenty.
Upfednostiiuje se, aby se promyvanim filtru odstranily
nenavazané sondy a jiné neZadouci materidly.

Komplexy sonda-fragment, které jsou navazané na filtru, se
pak detekuji znadmymi metodami. Je-1i sonda napfiklad =znacena
radioaktivné (**P), p¥i detekci se na nylonovou membranu
pfrikladd kousek filmu, ktery Jje citlivy na radioaktivni
za¥eni. Po vhodné dobé expozice se zviditelni poZadovany
fragment spolu s kontrolnimi fragmenty.

P¥i detekci wvznikd patern, ktery je vysledkem separace
fragmentﬁ na zakladé wvelikosti. Srovnadni téchto fragment
s kontrolnimi fragmenty o znamé velikosti, které se také
délily na stejném gelu, umoZiuje odhadnout wvelikost r@znych
skupin fragmenti. Na =z&kladé srovnadni paterntt z fady rhGznych
prasat pfipravenych podobnou analyzou DNA se stanovi rtzné
polymorfizmy u genu receptoru praseliho prolaktinu. V ptripadé
nékterych Jjednotlivych prasat se Dbudou paterny 1isit od
obvyklych paternti, které vykazuje vét3ina jinych prasat. To je
zplsobeno vyskytem jednoho nebo vice polymorfisml délky

restrikénich fragment@ produkovanych nukledzou, kterd 3tépi
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gen receptoru praseCiho prolaktinu. Polymorfizmus indikuje u
takovych prasat rtizné sekvence parl bazi.

KdyZ se identifikoval urcity RFLP, to znamend restrikéni
fragment ur&ité délky, mlZe se =za pouZiti zndmé metody
zkonstruovat sonda k tomuto fragmentu. To umoZnuje
alternativni a rychlejsi upravy  pro detekci takového
polymorfismu. JestliZe se napfiklad Stépi DNA, miZe se pouZit
formdt sendvidové Thybridizace. Takové testy se popisuji
v patentech USA &. 4,486,539 podédno 4. Prosince 1984 (Ranki,
et al.,) a 4,563,419 poddno 7. Ledna 1986 (Ranki, et al.,).
Vzorek prichédzi do kontaktu se sondou, kterd je imobilizovéna
na pevném nosic¢i. Sonda se vaZe na fragment. Nosi¢ se pak
promyje a probéhne detekce znaceni sondy. Po dalsim promyti se
detekuje detekce sondy, ¢imZ se demonstruje prfitomnost
poZadovaného fragmentu.

V jiném provedeni vyndlezu v pfipadé&, kdyZ se stanovil
RFLP patern nebo urdity polymorfni fragment, se srovnava se
znamym RFLP paternem nebo fragmentem, ktery koreluje se
zvySenou velikosti vrhu. Tento druhy patern nebo fragment se
také stanovil v ptipadé genu receptoru praseliho prolaktinu za
pouZziti stejné restrik&ni endonukledzy jako u prvniho paternu
a stejné sondy nebo jejiho ekvivalentu za stejnych podminek.

V jiném provedeni vynalezu se mohou restrik&ni fragmenty
detekovat hybridizaci v roztoku. V pfipadé této metody se
fragmenty nejd¥ive hybridizujl se sondou a pak se separuji.
Separované komplexy sonda-fragment se pak detekuji zpasoby,
které se zmitiuji shora v textu. Takové komplexy se detekuji na
gelu, aniZ se musi p¥enést na filtradni papir.

V jiném preferovaném provedeni vynédlezu se polymorfismus
detekuje PCR amplifikaci, aniZ se pouZije libovolnd sonda.
Tento zplsob Jje znadmy v oboru a popisuje se v patentech USA &.
4,795,699 s nadzvem ,DNA Polymerase a Vv patentu TUSA ¢&.
4,965,188 s nazvem ,Precess for Amplifying, Detecting, and/or

Cloning Nucleic Sequences Using a Thermostable Enzyme"“.
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P¥i tomto zplUsobu se musi zkonstruovat primery tak, aby se
amplifikovala oblast, ve které leZi polymorfismus. Co se tycle
primer®i, které pfednostné tvofi 4 aZ 30 bazi, jsou vytvoFeny
na zékladé sekvence obklopujici polymorfismus a =zahrnuji
forward 5 primer a reverzni nebo anti-sense primer 3°
polymorfismu. Neni nutné, aby primery byly zcela
komplementarni. Prijatelné Jjsou také sekvence v podstaté
ekvivalentni., Pak se p¥idd DNA polymerdza, Jjako je Taqg
polymerédza (v oboru je znédma Fada takovych polymerdz a Jjsou
také béZné& dostupné) v pritomnosti d&ty¥ nukleosid-trifosfati.
Reakce cCasto zahrnuje pufrujici <&inidlo. Detekce se provadi
jednoduchym barvenim separovanych produktli, Jjako je nap¥iklad
barveni etidiumbromidem, aby se detekovaly ©pfedpovidané
velikosti na zédkladé velikosti amplifikované oblasti. Odbornik
dobfe zné& reaké&ni c&as, reakéni <&inidla a sekvenci primert.
Uvedené parametry se popisujl v uvedenych patentech. Dale, PCR
amplifikace se miZe pouZit v kombinaci s metodou polymorfismu
jednotetézcové konformace (SSCP). Tento =zplsob se popisuje
v publikaci ,Detection of Polymorphism od Human DNA by Gel
Electroforesis as Single-Strand Conformation Polymorfisms,
Orita et al., PNAS 86 (8) April 1989 (2766 - 70); a Lessa et
al., Mol. Ecol 2 (2) P. 119-29 duben 1993 ,Screening
Techniques for Detecting Allelic variation in DNA Sequences™“.

ACkoli shora uvedené metody se popisuji v souvislosti
s pouZitim jednoho restrikéniho enzymu a jedné sady primert,
metody vS8ak nejsou timto omezeny. JestliZe je to nutné miZe se
pouZzit jeden nebo vice dal8ich restrikénich enzyml a/nebo sond
a/nebo primert. Dal$i enzymy, konstruované sondy a primery se
mohou stanovit rutinnimi experimenty.

Genetické markery velikosti vrhu u prasat se stanovily
nasledovné. Pari se samcli a samice prasete stejného plemene
nebo zk¥iZeného plemene nebo odvozené od podobnych genetickych
linii. Stanovuje se polet potomkli, které produkuje kaZda

samice prasete. Analyza RFLP rodiCovské DNA se provadi zpusoby
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uvedenymi shora v textu za UGfelem stanovit polymorfismus genu
receptoru prolaktinu kaZdého prasete. Polymorfismus se spojuje
s poltem potomkid. Pro tato stanoveni se pouZivd alespoil 20 a
pfednostné alesponn 40 samic prasat. KaZdd samice vrhne alespoii
jednou. UpFfednostiiuje se, aby samice vrhly dvakrat a s vyhodou
t¥ikrat.

KdyZ probéhne uvedenéd analyza, pomoci PCR RFLP analyzy =za
pouZziti restrikéni endonukledzy Alul se stanovi polymorfismus
a amplifikac¢ni primery se navrhnou =za pouZiti analogovych
zndmych sekvenci lidského nebo krélic¢iho prolaktinu, coZ
umoZnuje vysoka homologie v oblasti obklopujici polymorfismus.
Primery se mohou také navrhnout za pouZiti dat zndmé sekvence
genu praseciho prolaktinu, jak Jje uvedeno na obréazku ¢&. 1,
nebo se dokonce navrhuji na zakladé sekvenci ziskanych 2z dat
spojeni genu, ktery p¥fimo obklopuji polymorfismus. Vybrala se
sada primertt podle vynélezu, které amplifikuji fragment
tvoreny 457 béazemi (forward primer 5°'- CCC AAA ACA GCA GGA GAA
CG -3° (SEQ ID NO: 1) a reverzni primer 5°- GGC AAG TGG TTG
AAA ATG GA -3° (SEQ ID NO: 2)) pak se vytvo¥i restrikcéné
polymorfni fragmenty, které p¥ibliZné obsahuji 124, 110, 79,
77 a 67 para bazi. Polymorfni misto se nachézi na fragmentu o
velikosti 110 péart bazi. JestliZe je pritomné polymorfni misto
Stépeni, vytvori se fragment o velikosti 90 pérﬁ‘bazi. Ukazalo
se, Ze polymorfni fragmenty jsou alely a kaZdad md spojitost se
zvy8enou velikosti vrhu u rltznych plemen. Tak prase, které je
heterozygotni v p¥fipadé fragmentu Alul, bude vykazovat patern
o velikosti fragmentt 124, 110, 90, 79, 77 a 67. Homozygot
v pfipadé polymorfniho mista Stépeni bude vykazovat patern o
velikosti fragmentd 124, 90, 79, 77, 67, zatimco Jiny
homozygot wvykazuje patern o velikosti fragmentt 124, 110, 79,
77, 67. Genotyp spojovany s vy38i velikosti vrhu u raznych
plemen alternuje. Tento z&vér Jje podobny situaci, kterd se
popisuje v patentu USA 5,374,523 s nézvem ,Allelic variants of

Bovine Somatotropin gene: Genetic marker for Superior Milk



15

Production in Bovine", kde polymorfismus alely Jje gen
somatotropinu a jedna forma alely je vyhodou jerseyského skotu
a alternativni forma je vyhodou holsteinského skotu.

Cinidla vhodné pro aplikaci metod podle vynadlezu mohou byt
obsahem konven&niho kitu. Kit obsahuje nezbytné materialy
zabalené do vhodnych kontejnerti. Kit obsahuje alespoifi ¢inidlo,
které identifikuje polymorfismus genu receptoru praseciho
prolaktinu, ktery se spojuje se zvy3enou velikosti wvrhu. Je
vyhodné, aby uvedenym ¢&inidlem byla sada pro PCR (sada
primert, DNA polymerdza a ¢ nukleosid-trifosfat), kteréa
hybridizuje s genem receptoru praseCiho prolaktinu nebo jeji
fragment. Je vyhodné, aby kit zahrnoval sadu pro PCR a
restrikéni enzym, ktery Stépi gen receptoru praseciho
prolaktinu alespoii na jednom misté&. U zvlasté preferovaného
provedeni vynédlezu je primerem sekvence oznalena SEQ ID NO: 1
nebo SEQ ID NO: 2 a restrik&nim enzymem je Alul. Upfednostiiuje
se, aby kit dale obsahoval <&inidla pro detekci nebo méfeni
detekovatelné latky nebo obsahoval kontrolu. JestliZe se to
poZaduje, kit mbZe zahrnovat Jjind ¢&inidla pouZivana pri
hybridizaci, prehybridizaci, extrakci DNA, vizualizaci atd.

zpisoby a materidly podle vyndlezu se mohou také pouzit
pfi hodnoceni DNA prasat, p¥i genetickém typovéani jednotlivych
prasat a p¥i detekci genetickcyh rozdild u prasat. Zvlaste
vzorek genomové DNA prasete se mlZe hodnotit srovnanim s
jednou nebo vice kontrol, aby se stanovilo, zda je pritomen
polymorfismus v genu receptoru prolaktinu. UpFfednostiuje se,
aby RFLP analyza probé&hla s ohledem na gen receptoru praseciho
prolaktinu a vysledky se porovnaly s kontrolou. Jako kontrola
slou?i vysledek analyzy RFLP genu receptoru praseciho
prolaktinu ruznych prasat, o) kterém se Vi, Ze nese
polymorfismus. Podobné se miZe stanovit genotyp receptoru
prolaktinu u prasat tak, Ze se ziskd vzorek genomové DNA
prasete a gen receptoru na DNA se podrobi RFLP analyze a

vysledky se srovnaji s kontrolou. Kontrolou je op&t vysledek
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analyzy RFLP genu receptoru prolaktinu u raznych prasat.
Vysledky geneticky typuji prasata tim, Ze specifikuji
polymorfismus v jeho genech receptoru prolaktinu. Genetické
rozdily u prasat se mohou stanovit zplsobem, ktery zahrnuje
tento postup: ziskaji se vzorky genomové DNA alespon dvou
prasat, urli se pritomnost nebo absence polymorfismu v genu
receptoru prolaktinu a vysledky se porovnaji.

Genetické markery, zplUsoby a kity podle vynédlezu se také
pouzivaji v chovnych programech za ucelem zlepSeni velikosti
vrhu v ramci plemene, linie nebo populace praseté. Pokracujici
selekce a chov prasnic, které Jjsou vzhledem k polymorfismu
spojované se zvySenim velikosti vrhu alespon heterozygotni a
s vvhodou homozygotni, povede ke vzniku plemene, linie nebo
populace, kterd vykazuje vysoky pocCet mléddat v kaZdém vrhu
samic uvedeného plemene nebo linie. Tak lze ¥ict, Ze markery
jsou selekénimi néstroji.

Rozumi se, Ze odbornik 7je schopen aplikovat informace

podle vyndlezu na specificky problém nebo prostredi.

Zde priloZené obrazky ilustruji jedno provedeni vynalezu a

spolu s popisem slouZi ke vysvétleni principll vynélezu.

Prehled obrazki na vykrese

Na obréazku &¢. 1 je zobrazena sekvence 3° konce kdédujici
nep¥ekladdnou oblast genu receptoru praseciho prolaktinu (SEQ
ID NO: 3). PrasecCi PCR fragment produkovany pomoci
kralic¢ich/lidskych primertt se izoloval pouZitim filtrt Amicon
Microcon (Amicon, Inc.). Sekvenovani se provedlo v instituci
Iowa State University DNA Sequencing and Synthesis Facility.
Oblast popsand italikou reprezentuje dvojznacnost v sekvenci a
miZe byt ccaaaactac (SEQ ID NO: 3) — praset¢i PCR primery. -
Kralic¢i/lidskéa sekvence.

Na obrazku &. 2 je zobrazen patern polymorfizmu produktu

PCR S&tépeny restrikénim enzymem Alul. P¥i PCR se pouZivaly
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nasledujici primery: forward primer 5 -CCC AAA ACA GCA GGA GAA
CG-3"; reverzni primer 5°- GGC AAG TGG TTG AAA ATG GA-3'. PCR
prob&hlo za néasledujicich podminek: teplota 93 °C po dobu 3
minut a 35 cyklt pFi teploté& 93 °C po dobu 30 vtefin, teplota
60 °C po dobu 1 minuty, teplota 70 °C po dobu 1 minuty a
nakonec teplota 72 °C po dobu 3 minut. Naposledy, kdyZ se
vzorky drZely p¥i teplot& 80 °C, se pfidala Tag polymeréza.
Produkty PCR se &tépily restrikénim enzymem Alul (New England
Biolabs) a separovaly se na 6% NuSieve (FMC) agardzovém gelu
pfi napéti 120 voltd po dobu 4 hodin a teploté& mistnosti. Gely
se obarvily etidiumbromidem. V dradze 1 je marker velikosti,
kazdy dilek znédzornuje 1 kb, drdhy 2 aZ 4 zahrnuji tri
rozdilné genotypy.

Obrézek &¢. 3 znézornuje pozici PRLR na prasecim chromozomu
16. Spojeni na vice mistech se provedlo za pouZiti CriMap za
ucelem vytvorit mapu pohlavi. Za podstatné se povaZuje skore
LOD 3 nebo vétsi.

Obrézek ¢&. 4 znédzornuje diagram fragmentl ziskanych

Zz testu PCR za pouZiti primerd SEQ ID NO: 1 a 2.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1:

Na zadkladé vysoké homologie a podobnosti p¥i zpracovani
transkriptu sekvence lidské (Boutin, J., Edery, M., Shirota,
M., Jolicoeur, C., Lesueur, L., Ali, S., Gould, D., Djiane,
J., Kelly, P. (1989). Identification of c¢cDNA Encoding a Long
Form of Prolactin Receptor in Human Hepatoma and Brest Cancer
Cells. Mol. Endocrinol.3, 1455-1461.) a kralic¢i (Edery, M.,
Jolicoeur, cC., Levi-Meyrueis, C., Dusanter-Fourt, I.,
Petridou, B., Boutin, J., Lesueur, L., Kelly., P., Djiane, J.
(1989). Identification and Sequence Analysis of a Second From
a Prolactin Receptor by Molecular Cloning of Complementary

DNA From Rabbit Mammary Gland. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86,
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2112-2116.) cDNA  kdébdujici receptor prolaktinu, se tyto
sekvence budou pouZivat pro nédvrh degenerovanych primerta
presahujicich 3° kédujici a nep¥ekladanou oblast. Primery
umoZnily amplifikovat fragment o velikosti 500 péaru bazi ve
vzorku praseli genomové DNA a u lidského kontrolniho wvzorku.
P¥i PCR za podminek 93 °C po dobu 3 minut, 6 cykld pf¥i teploté
93 °C po dobu 30 vtefin, 47 °C po dobu 3 minut, 72 °C po dobu
3 minut, 36 cyklt p¥i teplot& 93 °C po dobu 30 vtefin, 53 °C
po dobu 2 minut, 72 °C po dobu 5 minut a nakonec 72 °C po dobu
5 minut se pouZily forward primer 5°- TCA CAA GGT CAA C/TAA
AGA TG-3° (SEQ ID NO: 4) a reverzni primer 5" - TGG/A AGA AAG/A
AGG CAA G/ATG GT-3° (SEQ ID NO: 5). Nakonec, zatimco se vzorek
udrZoval pri teplot& 80 °C, se pfridala Tag polymeréaza.
Fragmenty ziskané ze dvou zvifrat se Cistily a sekvenovaly
v p¥imém a zpé&tném sméru. Praseli sekvence z kdédujici oblasti
se prekladdaly na aminokyseliny a porovnaly se znamymi
sekvencemi. PrlUzkumem databdze se =zJjistilo, Ze v kralic¢i a
lidské PRLR sekvenci jsou dvé nejlep$i chybné parovani s 82 %
respektive s 74 ¢ pozitivy. Na zdkladé sekvence praseli DNA se
navrhly primery (forward primer se sekvenci 5°- CCC AAA ACA
GCA GGA GAA CG- 3° (SEQ ID NO: 1) a reverzni primer se
sekvenci 5°- GGC AAG TGG TTG AAA ATG GA —-3° (SEQ ID NO: 2)) za
uCelem amplifikace fragmentu o velikosti 457 bazi ( obrazek C.
1). Ke 3tépeni amplifikovaného produktu se pouZily restrikéni
endonukleazy Taql, Sau3a, PvuIl, Mspl a Alul. PouZitim
restrikéni endonukledzy Alul se zjistil polymorfismus
v kédujici oblasti genu. Fragmenty se rozdélily pouZitim
elektroforézy na agarozovém gelu (obr. ¢&. 2). Velikosti
fragmentd byly p¥ibliZné& 124, 110, 79, 77 a 67 para bazi,
priCemZ polymorfni misto se nachazi na fragmentu o velikosti
110 part bazi. V pripadé, Ze Je pritomno polymorfni 3Stépici
misto vznikd fragment o velikosti 90 part bazi. Na obrazku c¢.
4 Jje moZné vidét paterny fragmentu. Typovaly se geny

referentnich rodin PiGMaP (Archibald, A., Haley, C., brown,
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J., Couperwhite, S., McQeen, H., Nicholson, M., Coppieters,
W., van de Weghe, A., Stratil, A., Wintero, a., Fredholm, M.,
Larsen, N., Nielsen, V., Milan, D., Woloszyn, N., Robic, A.,
Dalens, M., Riquet, J., Gellin, J., Caritez, J.C., Burgaud,
G., ©Olliver, 1., Bidanel, J.P., Vaiman, M., Renard, C.,
Gelderman, H., Davoli, R., Ruyter, D., Verstege, E., Groenen,
M., Davies, W., Hoyheim, B., Keiserud, A., Andersson, L.,
Ellegren, H., Johansson, M., Merklund, L., Miller, J.,
Anderson Dear, D., Signer, E.,Jeffreys, A., Moran, C., Le
Tissier, P., Muladno, Rothschild, M., Tuggle, C., Vasek, D.,
Helm, J., Liu, H.C., Rahman, A., Yu, T.P., Larson, R.G.,
Schmitz, C. (1995) The PiGMaP Consortium Linkage Map of the
Pig (Sus scofa). Mamm. Genome 6, 157-175.), prficemZ vSechny
dostupné rodiny Jjsou Jako informac¢ni. Za pouZiti software
CriMap (Green, P., Falls, K., Crooks, S., (1990) .
Documentation for CRIMAP , version 2.4. Washington University
School of Medicine, St. Louis.) se analyzovala pfitomnost
dvoubodového spojeni genotypl, kde Je podstatné skére LOD
vét3i neZ 3. Lokus PRLR Jje spojen se tfemi markery, které jsou
mapovany na praseCim chromozomu 16 publikované mapy spojeni
PiGMaP. Aby se zhotovila <c¢co nejlep3i mapa chromozomu 16
(obrazek ¢. 3) zahrnujici vSechny pfipojené markery, provedla

se také vicebodova analyza.

P¥iklad 2: Test PCR genetického markeru receptoru prolaktinu.
PCR amplifikacni test se optimalizoval nésledujicimi

parametry.

Primery:

Forward primer: 5°- CCCAAAACAGCAGGAGAACG-3° (SEQ ID NO: 1)

Reverzni primer: 5°- GGCAAGTGGTTGAAAATGGA-3° (SEQ ID NO: 2)

Podminky PCR:
Reakdéni smés 25 pl objem reakce

10x PCR pufr (Promega) 2,5 ul
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25 mM MgCl2 (Promega) 2,0 pl
10 mM dNTP (Boehringer Mannheim) 0,5 pul
20 pmol/pl forward primeru 0,5 ul
20 pmol/pl reverzniho primeru 0,5 ul
dd sterilni voda 17,5 ul
12,5 ng/ul DNA 1,5 pl
Tag polymeréaza 0,125 ul

Smichd se prvnich S$est <&inidel a do kaZdé =zkumavky se
pridad 18,5 pl této smési. Pak se pridd DNA a smés se zalije
kapkou sterilniho mineré&lniho oleje. Zkumavky se umisti
termdlniho cykleru a udrZuji se pfi teploté 80°C. Tag
polymeridza se smichd se zbyvajici reakéni smési a do kaZdé
zkumavky se pfrida 5 pl, pricemZ se SpiCka pipety musi ponofrit

pod vrstvu oleje..

Program termélniho cykleru:
teplota 93 °C po dobu 3 minut
teplota 93 °C po dobu 30 vteFfin
teplota 60 °C po dobu 1 minuty

1.

2.

3.

4. teplota 72 °C po dobu 1 minuty

5. zpét na krok 2 opakuje se po 34 cykll
6. teplota 72 °C po dobu 3 minut |

7.

udrZuje se teplota 4°C

Za UCelem kontroly produktu PCR 5 pl produktu PCR a 2 ul
6x koncentrovaného barviva nanese na 1 $ agarozovy gel.
Elektroforéza probéhne probéhne za podminek 120 V a po dobu 30

minut a gel se obarvi etidiumbromidem.

Sté&peni restrik&ni endonukledzou Alul:
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St&pici smé&s (na 20 pl produktu PCR) kazdy
10x NE pufr 2 (New England Biolabs) 2,5 ul
'8 U/ul Alul pl (New England Biolabs) 0,5 ul
dd sterilni voda 2,0 ul

Cinidla se smichaji a. do kazZzdé zkumavky se p¥idd 5 pl. Vzorky

se inkubuiji pfes noc pfi teploté& 37 °C.

Gelova elektroforéza:
Fragmenty se separovaly na 6 % agarozovém gelu, kam se nanesl
Sté&peny produkt a 5 upl 6x koncentrovaného barviva NuSeive
(FMC) . Elektroforéza probéhla p¥i napéti 120 voltd po dobu 3
hodin p¥i teploté mistnosti. Velikosti fragmentd PCR-RFLP jsou
pfibliZné& 124, 110, 79, 77 a 67, pricemZi polymorfni misto se
nachézi na fragmentu o velikosti 110 pé&rt bazi. V p¥ipadé&, Ze
je pritomné polymorfni 3tépici misto vznikd fragment o
velikosti 90 péart bazi. Heterozygot bude mit pruhy o velikosti
124, 110, 90, 79, 77 a 67. Zatimco homozygoty budou vykazovat
pruhy o velikosti 124, 90, 79, 77 a 67 respektive 124, 110, 79
a 67.

Obrézek &. 4 je diagram fragmentli ziskany z testu PCR (A
je alela bez restrikéniho mista AlulI, B je alela s restrik&nim

mistem Alul).

Priklad 3: Spojitost genotypu s velikosti vrhu.

Test PCR se provedl, jak se detailné popisuje v p¥ikladu
2, na nékolika prasnicich ziskanych z Pig Iprovement Company,
(PIC). PouZitd zvitrata byla prasnice PIC linie 19, kterd vrhla
mladata v Casovém obdobi Sesti mésicll a prasnice, které se
narodily béhem této doby se pouZily na chov. Posbiraly se

krevni nebo tkanové vzorky a zaslaly se do laboratcfe, kde se
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extrahovala DNA a pouZila se v testu PRLP PCR. Pro analyzu se
pouZily jeden aZ t¥i zaznamy samic. Odhadovand hodnota mnoZeni
pro celkovy pocet narozenych (BV TNB) se odhadl za pouZiti
smiSeného linedrniho modelu, kde néslednd parita prasnice je
povaZovan za opakovany zaznam. PouZily se pouze prvni trfi
parity prasnice. Model parity =zahrnuje ko-variace vé&ku, pri
kterém dochédzi k vrhu, fixni uc¢inky parity, typ oSetfovéani
(ptirozeny nebo AI), mé€sic vrhu a nahodné permanentni ucinky
prostfedi a ucinky =zvifat. Soucasnd hodnota h? je 0,10 a
hodnota opakovatelnosti Jje 0,21. Primérny polet narozenych
mladdat (AV NB) se vypoclital tak, Ze se vzal pro kaZdou
prasnici aritmeticky prumér vSech parit (1 aZ 3). Srovnani
genotyptl se udélalo v p¥ipadé (BV TNB) a (AV NB) tak, Ze se
udélal primér hodnot BV TNB a AV NB u kaZdého genotypu.
Vysledky jsou uvedeny v tabulce . 1.

Tabulka &. 1: Primé&rné hodnoty u vzorku zvifat L19 s genotypem

PRLR

Genotyp BB

(n=18) BV TNB AV NB
primér 0,2036 10,32
Standarni odchylka 0,3984 1,746193
Standardni chyba 0,0939 0,411838
Genotyp AB

(n=75) BV TNB AV NB
Prtimér AB 0,1203 9,66
Standarni odchylka 0,5317 2,77238
AB

Standardni chyba AB [0,0622 0,320136
Genotyp AA

(n=109) BV TNB AV NB
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Primér AA 10,0755 9,75
Standarni odchylka 0,5757 2,513279
AA

Standardni chyba AA |0,0551 0,243064

Pfiklad 4: Shrnuti analyz receptoru prolaktinu u Velké bilé
linie, ,Meishan“ syntetické linie a ,Landrace"™ linie.

Do analyzy velikosti vrhu se zahrnulo vS8ech 2 714 z&znaml
vrhu od 1 077 prasnic. Vlastnosti =zahrnuji celkovy poclet
narozenych mladat a pocet Zivé narozenych mladat (NBA) z péti
riuznych 1linii PIC. Mezi pét testovanych 1linii pat¥i ,Large
White“ (dva rlGzné plavody) a ,Landrace"“ linie, stejné jako
syntetické linie =zahrnujici 3/4 ,Duroc“, 1/4 ,Large White“ a
,Large White/Meishan“ Ukédzalo se, Ze genotyp PRLR vysvétluje
statisticky podstatné variace velikosti vrhu u trfech
testovanych 1linii. Dvé 2z linii nevykazuji Zadny statisticky
podstatny uc¢inek (P>0,1, vysledky nejsou uvedeny). V tabulce &.
-2 Jjsou shrnuty st¥edni hodnoty nejmenSich d&tverct TNB a NBA
pro kaZdou ze t¥i statisticky podstatnych linii.

DNA se extrahovala =z krve nebo =z tkédné ocasu. DNA se

podrobila analyze, jak se popisuje shora v textu v pfikladu 2.

Modely =zahrnovaly stejné vlivy: sezdédnu chovu, typ oSetfeni,
receptor prolaktinu, parita (1, 2, 3+) a ESR (receptor
estrogenu) a néhodné ucinky: chovny samec.

Testovala se také podstatnost interakce mezi chovem, ESR a
receptorem prolaktinu. Dédic¢nost v pfipadé rysa vrhu se
odhaduje jako 0,10 a opakovatelnost Jjako 0,21. U&inky
substituce alely se odhadly substituovanim genotypu PRLR
heterozygota, ktery zahrnuje pocet p¥itomnych alel A (0,1 nebo
2). Dominatni ud¢inky se odhadly Jjako odchylky praméru

heterozygota z prtmérného homozygotniho genotypu.

Hlavni zavéry:
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oses

e linie ,Large White synthetic®
e Indikace dominantniho G&inku.
Vzorek obsahoval 400 prasnic s 1 197 z&znam@ vrhu. Zvitata
typu AA vykazuji hodnotu Polet Zivé narozenych mlédat
(NBA) o 0,66 selete/vrh vy$8i neZ u dvou dalSich genotypl

(p<0, 05) . Existuji indikace dominantniho u€inku alely B.

e ILinie ,Meishan Synthetic®“
e Podstatny dominantni 10¢inek (nadmérnd dominance) u
v3ech parit, ale hlavné u prvni parity.
Vzorek zahrnuje 261 prasnic s 832 zaznamy vrhu. U této
linie existuje dtkaz aditivniho u&inku v p¥ipad€ hodnot
TNB (P<0,05) a NBA ((P<0,05) a uinek nadmérné dominance

v pfripadé& NBA (<0,01).

e Linie ,Landrace Synthetic“
e Indikace aditivniho ucinku.
Vzorek zahrnuje 416 prasnic s 685 zaznamy vrhu. V p¥ipadé
TNB (P<0,08) a NBA (P<0,1)) se detekoval mezi dvéma
homozygotnimi genotypy rozdil ve vrhu mladat veétsSi neZ

jedno prase na vrh, pficemZ favoritni je alela A.

U&inky na TNB vykazuji pro kaZdou populaci stejné trendy jako
NBA. Vysledky uvedené v tabulce ¢&. 2 indikuji, Ze u t¥i béZné
dostupnych 1linii, mé¥eno TNB a NBA, ma& PRLR podstatny ucinek
na velikost vrhu. Je zFfejmé, Ze genetické vybaveni kaZdé
rozdilné linie je soucast zplsobu a velikosti Jjakou Jje rys
ovliivnén. U 1libovolné =z testovanych 1inii nebyly nalezeny
zaddné podstatné rozdily 'v hodnoté& primérné vahy mladat po
narozeni. V normalnim pripadé existuje inverzni vztah mezi
velikosti vrhu a primérnou vahou p¥i narozeni. Alela receptoru
prolaktinu mGZe proto poskytnout zplsob zvySeni vahy pIi

narozeni vét3ich vrhiu.




Tabulka &. 2:

genotypu PRLR u v3ech parit v pfipadé TNB,

Stredni
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hodnoty nejmen3ich ¢&tvercli u kaZdého

NBA a prlimérné

védhy pti narozeni (ABW) u v3ech tfi bé&Znych linii prasat.
Bé&Zna linie Genotyp PRLR TNB NBA
,Large White AA 12,51 12,39
Synthetic® AB 12,35 11,73
BB 12,71 11,73
P<0, 05
uc¢inky a 0,10 0,33"
d - 0,26 - 0,332
,Meisham AA 13,64 12,94
Synthetic® AB 14,35 13,74
BB 13,96 13,27
P<0, 05 P<0, 05
ucinky a 0,16° 0,16
d 0,55° 0,63°
~Landrace ARA 12,13 11,33
Synthetic" AB 11,72 10,92
BB 10,98 10,31
P<0, 08 P<0,10
ucinky a 0,51" 0,47°
d 0,17 0,10
a = aditivni u¢inek; d = dominannti WU&inek; ucinky Jsou

podstatné p¥i °P < 0,1, °P < 0,05, °P < 0,01.

P¥iklad 5: Odlisnosti mezi rlznymi chovy.

Typovaly se vzorky ze sedmi chovy,
americké chovy Chester White,
the
(Tabulka ¢. 3).

Yorkshire;

Tabulka ¢. 3

Chinese

Meishan; a

Duroc,

mezi néz
Hampshire,

European

se zahrnuly
Landrace a

Large White

Chov Frekvence genotypu Frekvence alel
AA AB BB A B

Landrance |0,56 0,33 0,11 0,72 0,28

n=29

Duroc 0,5 0,5 0 0,79 0,21

n =10
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Yorkshire |0 0,75 0,25 0,37 0,63
n=12
Chester 0,1 0,3 0,6 0,25 0,75
White
n =10
Hampshire |0 0,09 0,91 0,05 0,95
n=11
Meishan 0,33 0,44 0,22 0,56 0,44
n=329
Large 0,09 0,46 0,45 0,32 0,68
White
n =11

U nékterych plemen existuji rozdily ve frekvencich genu
PRLR. Zajimavad je existence polymorfizmu, kterd se nachazi v
3° oblasti genu, protoZe Jje moZné pozorovat v této oblasti
genu alternativni sest¥ih PRLR u jinych druhl. Rozdily
frekvence alel mezi chovy naznaduje, Ze Jjedna alela miZe byt

v né&kterych populacich na rozdil od jinych selektovéana.
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PATENTOVE NAROKY
1. Zpusob testovani prasat k urleni téch, ktera s vétsi

pravdépodobnosti vykazuji vétsi vrhy,

vyznadcujilici se tim Z e se z prasete ziska
vzorek genetického materidlu; a v uvedeném vzorku se testuje
pfitomnost polymorfizmu v genu receptoru prolaktinu, ktery je

spojovan se zvy3enou velikosti vrhu.

2. Zpusob podle néroku 1,
vyznadcujici se tim Z e uvedeny testovani se
vybralo ze skupiny, kterd zahrnuje analyzu polymorfismu délky
restrik&nich fragmentl (RFLP), heteroduplexovou analyzu,
polymorfismus konformace jednofretézcové DNA (SSCP), gelova
elektroforéza s denaturac¢nim gradientem (DGGE) a gelova

elektroforéza s teplotnim gradientem (TGGE).

3. Zplsob podle naroku 1,
vyznac¢ujici se tim Z e test pfitomnosti
uvedeného polymorfismu zahrnuje Stépeni uvedeného genetického
materidlu restrikénim enzymem, ktery 8té&pi gen receptoru
praseliho prolaktinu alesponl v jednom misté&; separaci
fragmentl ziskanych uvedenym Stépenim; detekci restrik&niho
paternu, ktery tvofri uvedené fragmenty; a srovnani uvedeného
paternu s druhym restrikénim paternem genu receptoru praseciho
prolaktinu ziskaného pouZitim uvedeného restrikéniho enzymu,
pric¢emZ uvedeny druhy restrikéni patern je spojovan se

zvydenou velikosti vrhu.

4. Zpusob podle naroku 3,
vyznadcujici se tim Z e uvedeny restrikéni

enzym je Alul.
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5. Zplsob podle naroku 3,
vvyznadcujici se tim Z e uvedend separace se

provadi gelovou elektroforézou.

6. Zpusob podle naroku 3,
vyznadcujici se tim, Z e srovndni uvedenych
restrik&nich patern zahrnuje identifikaci velikosti
specifickych fragmentl a porovnani velikosti uvedenych

fragmenti.

7. ZpUsob podle néroku 3,
vyznadujici se tim Z e pfed uvedenym Stépenim
se amplifikuje mnoZstvi genu receptoru praseliho prolaktinu

nebo jeho &&st, kterd obsahuje uvedeny polymorfismus.

8. ZpUsob podle néroku 3,
vyznacujici se tim Z e uvedeny polymorfismus

je polymorfni restrik&ni misto AlulI.

9. Zplsob podle naroku 8,
vyznadcujici se tim Z e uvedené restrikéni
misto se nachazi ve 3 kédujici oblasti genu receptoru

praseciho prolaktinu.

10. Zplsob podle naroku 7,
vyznadcujici se tim, Z e amplifikace zahrnuje
selekci sekvence pfimého a zpétného primeru schopného
amplifikovat oblast genu receptoru praseliho prolaktinu, ktery

obsahuje polymorfni misto Alul.

11. Zplhsob podle néaroku 10,
vyvyznadcuijici se tim Z e uvedeny pfimy a zpétny

primer je vybrédn ze a zaloZen na sekvenci SEQ ID NO: 3.
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12. Zpusob podle naroku 10,
vyznacujicili se tim Z e uvedené primery jsou

sekvence SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 5.

13. ZplUsob podle néaroku 12,
vyznadc¢ujici se tim Z e uvedeny pfimy primer
se vybral ze skupiny zahrnujici sekvence SEQ ID NO: 1 a SEQ ID
NO: 4 a uvedeny zpétny primer je vybran ze skupiny zahrnujici

sekvence SEQ ID NO: 2 a SEQ ID NO: 5.

14. Zplascb podle naroku 12,
vyznadcujici se tim Z e uvedend sada primeru

zahrnuje SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 2.

15. Zplsob podle naroku 6,
vyznadcujici se tim Z e detekce raznych
velikosti uvedenych fragment®l zahrnuje separaci uvedenych
fragmentl na zakladé velikosti za pouZiti gelové elektroforézy
v pritomnosti kontrolniho fragmentu DNA, jehoZ velikost je
znama; kontakt uvedenych separovanych fragmentl se sondou ,
kterd hybridizuje s uvedenymi fragmenty za vzniku komplexi
sonda-fragment; a stanoveni velikosti separovanych fragmentl
detekci pritomnosti komplexu fragment-sonda a stanoveni jejich
relativni polohy vzhledem k uvedenému kontrolnimu fragmentu

DNA.

16. ZplUsob podle naroku 15,
vyznadcujici se tim Z e uvedeny restrikdéni
enzym je Alul a uvedeny RFLP se extrahoval ze skupiny

zahrnujici fragment s 110 péary bazi a fragment s 90 pary bazi.

17. ZpUsob identifikace genetického markeru velikosti vrhu

uprasat, vy znacujici se tim Z e zahrnuje

mnoZeni samct a samic prasat stejného plemene nebo k¥iZeného
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plemene nebo odvozenych od podobnych genetickych linii;
stanoveni poctu mladat produkovanych kaZdou samici prasete;
stanoveni polymorfizmu v genu receptoru prolaktinu u kazZdé
samice prasete; a stanoveni spojitosti poltu mlédat
produkovanych kaZdou samici prasete s uvedenym polymorfismem,

pricemZ se identifikuje polymorfismus velikosti vrhu prasete.

18. Zpusob podle néroku 17,
vyznadcujici se tim Z e didle zahrnuje vybér
prasat pro chov, u kterych se p¥edpovidd na zékladé uvedeného

markeru zvySend velikost vrhu.

19. Zplasob podle néaroku 17,
vyznac¢uijici se tim Z e uvedend analyza
zahrnuje Stépeni PCR amplifikované DNA restrikcnim enzymem

Alul.

20. ZpUsob podle naroku 14,
vyznac¢ujlci se tim Z e uvedeny polymorfismus
spojovany se zvySenou velikosti vrhu se detekoval pouZitim
prvniho a druhého primeru, které obsahuji alespon 4

“konsekutivni bédze v sekvencich SEQ ID NO: 1 a 2.

21. Sada pro hodnoceni vzorku prasecCi DNA,
vyznadc¢cujici se tim Z e v kontejneru obsahuje
¢inidlo, které identifikuje polymorfismus v genu receptoru

praseciho prolaktinu.

22. Sada podle naroku 21,
vyznacujici se tim 2 e uvedené &inidlo je
primer, ktery amplifikuje gen receptoru praseciho prolaktinu

nebo jeho fragment.




32 :

23. Sada podle néaroku 24,
vyznadcujici se tim Z e dale obsahuje DNA
polymerazu, restrikéni énzym, ktery Stépi gen receptoru
praseCiho prolaktinu alespoll v jednom misté&; a prvni a druhy
primer schopny amplifikovat oblast genu receptoru praseciho

prolaktinu, ktery obsahuje polymorfni misto.

24, Primer pro testovéani pfitomnosti polymorfniho mista
Alul v genu receptoru praseciho prolaktinu,
vyznadcujici se tim Z e uvedeny primer
obsahuje sekvenci vybranou ze skupiny zahrnujici SEQ ID NO: 1,

SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4 a SEQ ID NO: 5.

25. Geneticky marker spojovany se zvySenou velikosti vrhu
uprasat, vy znacujici se tim, Z e obsahuje

polymorfismus v genu receptoru prasec¢iho prolaktinu.

26. Geneticky marker podle naroku 25,
vyznac¢cujici se tim Z e uvedeny polymorfismus

je restrikdéni misto Alul.

27. Marker podle néaroku 25,
vyznadcujici se tim Z e uvedeny polymorfismus
se nachézi ve 3'pfeklddané a nepfekladdané oblasti genu

receptoru prasec¢iho prolaktinu.

28. Sekvence DNA ze 3 'prekladdané a neptekléadané oblasti
genu receptoru prasecdiho prolaktinu, pfic¢emZ uvedend sekvence

zahrnuje SEQ ID NO: 3.

29, Primer navrZeny pro amplifikaci polymorfniho
restrikéniho mista Alul v genu receptoru praseciho prolaktinu,

vyznac¢cujici se tim Z e jej tvo¥ri nepfetrizitéa
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fada ¢ty¥ nebo vice bazi, které pochézeji ze sekvence SEQ ID

NO: 3.

30. Primer navrZeny pro amplifikaci polymorfniho
restrikéniho mista Alul v genu receptoru praseciho prolaktinu,
vyznac¢ujici se tim Z e je reverznim primerem

generovanym ze sekvence SEQ ID NO: 3.

31. Zplsob testovani prasat ke stanoveni téch, které
s vét3i a/nebo s mensSi pravdépodobnosti produkuji vétsi vrhy,
Primer navrZeny pro amplifikaci polymorfniho restrikéniho
mista Alul v genu receptoru praseciho prolaktinu,
vyznadc¢cuijici se tim Z e zahrnuje stanoveni
alel receptoru prolaktinu p¥itomnych u prasete; stanoveni alel
jinych markert genll znadmych tim, Ze ovliviaujil velikost vrhu; a
selekci zvirat s pfiznivymi kombinacemi alel pfed zviFaty,

které nesou neptiznivé kombinace.

32. ZplUsob podle naroku 31,
vyznacujici se tim Z e druhy gen, ktery

urc¢uje velikost vrhu je ESR.

33. Zplusob podle néaroku 31,
vyznacujici se tim, Z e urleni alel receptoru
prolaktinu zahrnuje stanoveni p¥itomnosti alesponl jedné alely
spojeni s alespon jednim markrem DNA, ktery je spojeny primo

nebo nep¥imo s receptorem prolaktinu.

34. Zplsob podle naroku 31,
vyznadcuijici se tim, Z e DNA marker je

mikrosatelit.
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35. Zplsob podle naroku 31,
vyznadcujici se tim Z e DNA marker je SW1305,
50077, S0006,SW2411, SW1035 a SO111.

36. ZpUsob podle naroku 31,

N¢

vyznadc¢ujici se timn, e DNA marker je receptor

rastového hormonu (GHR).

37. Zpusob podle naroku 1,
vyznacujici se tim Z e existuje spojitost
mezli uvedenym markerem a hmotnosti narozenych mladat u vétsich

vrhu.

38. Zplsob testovani prasat ke stanoveni téch, které
s véts8i pravdépodobnosti produkuji vétsi vrhy,
vyznacujici se tim, Z e zahrnuje ziskéani
genetického materidlu z prasete; a testovani pfitomnosti
polymorfismu v genu receptoru prolaktinu v uvedeném vzorku,
ktery je spojovan s udrZovanim hmotnosti narozenych mladat u

vét3ich vrht.



LJ
L1 2800 (2 ) LN ] L ]

AAGTCAACAA AGATGGAGCA CTGGCGTTGC TCCCAAAACA GCAGGAGAAC

(&G CGACCGGC COGGAGAAGGC TGGCGCCCCT GAAACCAGCA AGGAATACG
CCCAGGTGTC CCGGOTGATG GATAACCACA TCCTGGTGTT AGTGCAGGAT
CCGCGAGCTC GAAACGTGGC TCCGTTTGAA GAACCAACCA AGGAGACCCC
GCCATCCCGG CCGCAGAATC CAGCTGCGAA AGACCTGGCC G/AGCTTCACCA
CGGCCCCGGG CCACTGCAGA CACCCGCTGG GTGGGCTGGA TTACCTCGAT
CCCGCAGGCT TTATGCACTC CTTTCAGTGA GAGCTTGGTT CATGGGATGA
TGGGTTACAA GGTGGGGTTT TTTTCAGGTC GCACTACGTG AAATGCACTC
TACCAGAGAA AGCTCGAAAA TGEGGTTAGA ATGACACTAC CCAGACTCAC
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Obr. 2
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