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Odliseni prasat geneticky senzitivnich na onemocnéni
zplsobena infekei F18 E. coli od resistentnich prasat pomoci
uréeni DNA polymorfismi v prase¢im genu pro a(1,2)
fukosyltransferasu 1 (FUT1) pouzZitim polypeptidu a
aminokyselinovymi substitucemi kodovanymi uvedenymi
polymorfismy, molekularnich diagnostickych testt a kitii pro
odliSeni prasat resistentnich, heterozygotnich (nosict) a
sensitevnich na adhesi F18 E.coli. Molekularni test
identifikuje sensitivitu k edematosnimu onemocnéni prasat a
prijmovym onemocnénim po odstaveni s vysokou sensitivitou
a specificitou. PouZiti polymorfismu prase¢i o(1,2)
fukosyltransferasy pro vyvoj léka pro 1é&bu prasat postizenych
onemocnénim, zpisobenym E. coli.
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Zplisoby a kompozice pro identifikaci prasat geneticky
resistentnich na onemocnéni zpisobend F18 E. coli

Oblast techniky

Predkladany vyndlez se tyka prost¥edkd a neinvazivnich
zpUsobl pro identifikaci prasat geneticky resistentnich na
onemocnéni E. coli, konkrétn& resistentnich na st¥evni onemocné&ni
zpisobend kmenem E. coli vybavenym fimbriemi F18. Byly
identifikovéany polymorfismy v genu pro praseli
a(l,2)fukosyltransferasu (FUT1l), které odlisuji resistentni
prasata od prasat citlivych na onemocnéni a které poskytuji
diagnosticky test uZiteény pro chovatele prasat.

D vadni v hnik

Hlavnim problémem chovu prasat jsou onemocnéni prasat.
Vyznamnym problémem jsou stfevni onemocn&ni prasat po odstaveni.
Omezeny polet serotypl toxigennich kment Escherichia (E.) coli
je pfi&inou edematosniho onemocnéni a prijmu po odstaveni u
prasat, kde tato onemocnéni zplsobuji znalné ekonomické ztraty
prasetich farem v celém sv&t&, zejména mezi selaty sta?¥i 4 a¥ 12
tydnlt. Typickymi klinickymi p¥iznaky edematosniho onemocn&ni jsou
‘neurologické priznaky jako je ataxie, kfele a paralyza. P¥i pitvd
je edem obvykle pritomen na charakteristickych mistech, jako jsou
o€ni vi&ka a Celo, sténa Zaludku a mesokolon. Onemocn&ni je
zpﬁsobeho variantou Shiga-like toxinu II a enterotoxiny LT, STa,
STb, v pfisluSném pofadi, které jsou prodykovany E. coli, kterd
kolonizuje povrch tenkého st¥eva bez tohof'ée by zplsobovala
morfologické zmény enterocytld (st¥evnich buéék). Nékteré typy
bakteriadlnich kmen E. coli, F18, F4 a K88, jsou hlavnimi
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pficinami takovych onemocn&ni. Edematosni choroba prasat je



enterotoxemie charakterizovand generalizovanym poSkozenim cév.
Toto poSkozeni cév je zpisobeno toxinem, variantou Shiga-like
toxinu II, ktery je produkovan n&kterymi kmeny E. coli
(Bertschinger et al., 1993). E. coli se d&li podle typld Fasinek,
skupiny adhesivnich fimbrii, a fimbrie kmenl souvisejici s timto
onemocn&nim jsou oznaleny nap¥iklad K88 nebo F18 (Vogeli et al.,
1997) .

Ne v8echna prasata podléhaji infekcim E. coli. Kolonizace
zadvisi na adherenci bakterii na enterocyty, ktera je
zprost¥edkovdna bakteridlnimi fimbriemi oznacenymi napfiklad F18
nebo K88. Bylo prokdzdno, Ze citlivost k adhesi, t.]j. exprese
receptord u prasete vhodnych pro vazbu fimbrii, je geneticky
kontrolovdna hostitelem a je d&d&na jako dominantni rys, kdy v
p¥ipad® F18 je B alela zpisobujici citlivost na adhesi a b je
alela zpuisobujici resistenci (Vogeli et al., 1996; Meijerink et
al., 1996). Geneticky lokus pro tento receptor pro F18 E. coli
(ECF18R) byl mapovan na prase&i chromosom 6 (SSCé6), na zdkladé
jeho t&tné genetické vazby na S lokus a na dalSi lokusy
halothanové (HAL) vazebné skupiny na chromosomu 6. Receptor pro
K88 E. coli je na chromosomu 13.

7Zda se, %e mechanismus resistence spofivad v tom, Ze stfevo
resistentnich zvi¥at neni kolonizovdno E. coli, t.j. bakterie
neadheruji na st&nu st¥eva resistentnich prasat. Bylo prokazano,
Ye glykoproteinové receptory kartédového lemu st¥eva jsou
odpov&dné za rozdily mezi adhesivnimi a neadhesivnimi fenotypy
pro ur&ité E. coli a proto Ze genotyp prasat urluje resistenci.
Také byly studovény bakterie nesouci fimbrie (WO 9413811).

Soufasné zpusoby pro identifikaci prasat, ktera jsou
resistentni na onemocn&ni zplsobend F18 E. coli jsou: (1) odbér

vzorkll st¥eva od prasat p¥i pordZce a provedeni mikroskopického
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testu adhese; (2) infekce zvifat virulentni E. coli ("kolonizaéni
test"): nebo (3) provedeni typizace A-O(S) systému krevnich
skupin. Prvni dv& metody nejsou praktické pro identifikaci
chovngch resistentnich zvi¥at. ACkoliv stanoveni krevni skupiny
identifikuje resistentni zvifata, neni mo¥no timto testem urdit,
zda jsou zvi¥ata citlivé na onemocnéni homozygotni nebo
heterozygotni pro citlivost. Znalost genotypu zvi¥at s ohledem na
tyto alely (stav genu) je zdsadni pro vyvoj Gsp&sného chovného
programu. G¢elem tohoto chovného programu je produkce prasat,
kterd jsou resistentni na onemocn&ni zptisobend F18 E coli, ktera
decimuje chov po odstaveni.

V jedné publikaci auto¥i uvadé€ji, s ohledem na edematosni
onemocndni prasat, ¥e "probihd vyzkum vhodnych genetickych
markert... (Bertschinger et al., 1993, str. 87) a cituji Walterse
a Sellwooda, 1982:

"K¥i¥eni resistentnich prasat je atraktivni metodou pro
prevenci onemocn&ni, pro kterd neexistuje {i¢innd profylaxe.
Proveditelnost tohoto p¥istupu zdvisi na prevalenci genu
kodujiciho resistenci v populaci prasat, lep8ich metodach pro
detekci resistentnich prasat a na absenci negativnich genetickych
ryst selektovanych soulasné s touto resistenci."

Geneticky "markerovy" lokus je kodujici nebo nekodujici lokus,
ktery je v blizkosti vybraného lokusu, ale nemusi to nutné byt
lokus sam. Detekovatelné fenotypy zahrnuji kontinuédlni nebo
diskontinudlni rysy, nap¥iklad polymorfismus délky restriké&nich
fragmentfi, produkci, bakteridlni adhesi, kolorimetrické a
enzymatické reakce a resistenci na antibiotika. S lokus
kontroluje expresi antigenl A a O krevnich skupin. Prasata
homozygotn& recesivni v S lokusu neexprimuji A ani O antigeny

krevnich skupin. Podobnd situace existuje u 1lidi a je zpusobena



mutacemi genu pro a(1,2)fukosyltransferasu, kterd koduje lidskou
krevni skupinu H (Kelly et al., 1994; viz také& WO 9628967).
Neddvno byl sekvencovén gen pro praseli a(l,2)fukosyltransferasu
(Cohney et al., 1996).(TenEQ'gen je s velkou pravdépodobnosti
pfitomen v S lokusu u prasat.

Krevni skupiny H a Se byly mapovany geneticky a fyzik&lné na
lidsky chromosom 19g13.3. Tento region je evoluéné& konzervovan a
obsahuje geny homologni k HAL skupiné& gent u prasat. Gen kodujici
krevni skupinu H se také nazyvad FUT1l, zatimco Se gen se také
nazyvad FUT2 gen. FUT1 urduje expresi H antigenu v erytroidni
bunécné 1linii, zatimco FUT2 reguluje expresi H antigenu v
sekretnim epitelu a slindch. Konzervace FUT1l genu byla prokazéna
u niZ8ich savcd, jako jsou krysy a krdlici a exprese mRNA byla
prokdzana v krali€i mozkové tkani a krysim tlustém stfevu. U
vSech téchto druhl byly popsany dva druhy gend pro N
a(1,2) fukosyltransferasu, které jsou strukturdlné velmi podobné
lidskym FUT1 a FUT2 genum, ale zejména u genl homolognich s FUT1
byla prokézén velmi specificky charakter exprese. U 1lidi je FUT1
gen odpovédny za syntézu H antigenli v prekursorech erytrocyti.
Nicméné, u prasat se erytrocyty pasivné adsorbuji na H-podobné
antigeny ze séra, podobné& jako tomu je u lidskych Lewis antigena.
U prasat vSechny H antigeny souviseji s exokriné sekrelni tkani a
exprese FUT2 (sekrecniho) genu je pozorovana v sekreénich tkénich
jinych Zivo&isSnych druhl. Proto miZe byt exprese determinant A-O
krevnich skupin prasat, které zk¥iZen& reaguji s protildtkami

proti lidskym krevnim skupinédm H a A, ovlivnéna FUT2 genem.

DalsSi informace o krevnich skupindch a onemocnéni prasat
zpusobenych E. coli zahrnuji to, Ze uhlovodanovad struktura
antigénﬁ krevnich skupin zprostfedkuje adhesi nékterych
patogennich mikroorganismi na tké&né hostitele, naptiklad

Helicobacter pylori adheruje na antigeny Lewis® krevni skupiny a



E. coli zplsobujici infekce mo&ovych cest adheruje na substance
krevni skupiny P. Geny kodujici glykosyltransferasy, které jsou
odpové&dné za tvorbu specifickych uhlovodanoviych struktur krevnich
skupin, proto predstavuji kandidity pro kontrolu bakteridlni
kolonizace hostitelem. Lokalizace t&chto geni je ve stejném
chromosomdlnim regionu jako lokus odpov&dny za adhesi/non-adhesi
F18 pozitivnich E. coli v tenkém st¥evu prasat. Prasata
neexprimuji antigeny krevnich skupin A a O do odstaveni, coZ je

stejna doba, kdy se stanou citlivymi na onemocn&ni zplisobeni F18
E. coli.

Existuje pot¥eba novych diagnostickych testd a terapie pro
onemocnéni prasat zplsobend E. coli. Pro né&kterd onemocn&ni
prasat byla navrZena detekce genetickjch mutaci jako diagnosticky
test (maligni hypotermie) (Fujii et al., 1991; U.S. patent &.
5358649), ale pro diagnostiku nebyly popsény polymorfni markery.
Byly popsany vakciny pro vyvoj resistence na kolonizaci E. coli
(U.S. patent &. 5552144; WO 8604604), ale neni pravd&podobné, e
by byly vyhodnym zplisobem pro prevenci onemocn&ni zpusobenych E.
coli, vzhledem k obtiZ¥nosti podavani ordlni ¥ivé vakciny
novorozenym selatim a z divodu reguladnich omezeni. Existuji

G€innd antibiotika pro 1&&bu, ale nejsou tGspé&Snou profylaxi.
P nalez

Pfédkiédan? vynélez obsahuje prost¥edky a neinvazivni zplisoby
pro detekci a eliminaci prasat, ktera jsou citlivéd na onemocnéni
zpusobend E. coli. Neinvazivni zpusob pfo identifikaci prasat
;eéistentnich na st¥evni kolonizaci E. coli F18 obsahuje
ﬂésledujici kroky: ur&eni toho,:zda je v biologickém vzorku od
prasete pfitomen geneticky polymorfismus spojeny s resistenci na
kolonizaci; a vyvozeni toho, e prase je resistentni, pokud je
prase homozygotni pro polymorfismus. (Polymorfismus je zmé&na v



nukleotidové sekvenci zpisobend mutaci, kterd existuje v
populaci) .

P¥esn&ji, zpisob je urfeni toho, zda je v biologickém vzorku
ziskaném od prasete v genu pro a(1,2) fukosyltransferasu baze v
pozici 307 adenin nebo guanin; a identifikace prasete jako
resistentniho, pokud je bazi v pozici 307 adenin.

Pro stanoveni toho, zda je v biologickém vzorku pfitomen
polymorfismus, je analyzovéna délka restrik&nich fragmentl na
gelu, ktery je separuje podle jejich molekulové hmotnosti.
Restrik&ni enzymy jsou endonukleasy, které reprodukovateln& Sté&pi
molekuly nukleové kyseliny ve specifickych mistech, coZ vede ke
vzniku fragmentd nukleové kyseliny rozdilnych molekulovych
hmotnosti, podle lokalizace mist Sté&peni.

Vyndlez se také tykd k¥iZeni prasat tak, aby byly resistentni
na onemocn&ni zpisobend E. coli, za pouZiti selekce takovych
prasat pro chov, kterd maji geneticky polymorfismus v genu pro
o(1,2) fukosyltransferasu 1, ktery uréuje, Ze jsou resistentni na
onemocn&ni zplsobend E. coli, a potom k¥iZenim takovych prasat.

Jednim aspektem vyndlezu je molekula DNA, kterd je polymorfni
pro gen pro «(1l,2)fukosyltransferasu 1 u prasat, kterd ma
sekvenci uvedenou na obr. 1. Dal$imi aspekty vyndlezu jsou

molekuly se sekvenci nukleotidl komplementdrni k sekvenci podle
obr. 1.

Jingm aspektem vyndlezu je izolovanad molekula DNA se
substituci adeninu za guanin v pozici 307. Tato molekula maze
také obsahovat substituci adeninu za guanin v pozici 857. Jiné
izolované molekuly DNA podle predkladaného vymdlezu jsou ty
molekuly, které obsahuji mutaci v nukleotidu 229 sekvence podle
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obr. 1, kde je kodon CTT zm&n&n na TTT, takZe misto aminokyseliny
leucinu koduje fenylalanin. Mutace v nukleotidu 714 je z GAT na
GAC, ale p¥i této zm&né& nedochdzi ke zmé&n& kodované
aminokyseliny.

Polypeptidy kodované DNA molekulami podle pfedklddaného
vynédlezu a majici a(1,2)fukosyltransferasovou aktivitu jsou také
aspektem p¥edkladaného vyndlezu.

Molekuldrni test pro detekci receptord pro F18 E. coli u
prasat spodivd v: (a) izolaci DNA z jadernych bun&k prasete; (b)
amplifikaci DNA v polymerasové Ffet&zové reakci (PCR) za pouZiti
oligonukleotidovych primerd, které jsou komplementdrni k DNA
sekvenci genu pro praseli a(1,2)fukosyltransferasu; (c) provedeni
traveni restrik&nimi enzymy za pouZiti alespott jednoho
restrik&niho enzymu, nap¥iklad CfoI; (d) separaci vyslednych
fragment® gelovou elektroforesou; a (e) uréeni p¥isluSného poltu
'a délky fragmentl na gelu; a (f) stanoveni toho, které receptory
jsou pritomné na praselich bufikdch, podle poltu a délky fragmentd
F18. Poufiti zde popsanych v&tEich amplifikovanych fragmentd pro
analyzu polymorfismu délky restrikénich fragmentd (RFLP) - oproti
pouZiti mensSich fragmentd - je mén& ndkladné&, protoze DNA prouzky
mohou byt analyzovény na agarosovych gelech v relativné& menSich
koncentracich. Také je pro produkci né&kterych fragmentd potfebny
pouze jeden restrik&ni enzym pro konstantni restrikéni ﬁisto
sousedici s variabilnim diagnostickym mistem.

Dal8im p¥edmétem vyndlezu je kit pro detekci polyﬁorfismu
spojeného s F18 receptory E. coli obsahujici oligonukleotidy v
oddélenych kontainerech, které jsou komplementérni,k ﬁNA sekvenci
genu pro praseci a(l,2)fukosyltransferasu 1a kﬁeré odlisuji
resistentni prasata od citlivych prasat. Test miZe b?tzproveden
na prasatech jakéhokoliv v&ku. N
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Polymorfismy jsou také uZite&né pro vyvoj 1léka pro 1lé&Zbu
prasat trpicich onemocnénim zplsobenym E. coli. Mutovand forma
prase&i oa(l,2)fukosyltransferasy miZe interferovat s normalnim
enzymem, coZz miZe branit produkci st¥evniho receptoru pro F18.

» -

Popis obrédzkh na p¥ipojenych vikregech

Obr. 1 ukazuje nukleotidovou sekvenci (FUT1) (niZe) a
p¥edpokladanou aminokyselinovou sekvenci (vySe) polymorfismu

praseli «(1,2) fukosyltransferasy podle pfedklddaného vyndlezu, za

pouziti jednopismenného kodu aminokyselin. NepferuSovand dvojit
¢ara po aminokyselinovymi sekvencemi (=) oznaluje domnély
transmembranovy region; te€kovanad linie pod aminokyselinovou

a

sekvenci oznaluje potencidlni N-vizand glykosyladni mista (...).

B oznaduje substituci adeninu (A) za guanin (G) u
resistentnich prasat.
* oznafuje terminac¢ni kodon.

Zkratky pro aminokyselinové zbytky jsou ndsledujici: A, Ala;
C, Cys; D, Asp; E, Glu; F, Phe; G, Gly; H, His; I, Ile; K, Lys;
L, Leu; M, Met; N, Asn; P, Pro; Q, Gln; R, Arg; S, Ser;bT, Thr;
Vv, Val; W, Trp; a Y, Tyr. |

Molekuldrni analyza DNA polymorfismi spojenych s resistenci
prasat na onemocnéni zplsobené E. coli usnadiiuje diagnostické
testy pro selekci resistentnich prasat pro k¥iZeni. Resistentni

prasata se 1i8i od sensitivnich prasat v E. coli F18 receptorovém

lokusu, jak bylo zji$téno markery polymorfismu podle
predkladaného vynalezu. '

P¥edkladany vyndlez poskytuje neivazivni metody a prost¥edky
pro vysoce sensitivni a specifické odliSeni prasat geneticky
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sensitivnich na onemocn&ni spojend s infekci F18 E. coli a prasat
resistentnich na tyto infekce. Bylo zjiZt&no, Ze DNA
polymorfismus v praseim genu pro a(1,2) fukosyltransferasu (FUT1)
odliSuje resistentni prasata od sensitivnich prasat.
Polymorfismus vznikd mutaci (zménou) nukleotidové sekvence, ktera
vede ke vzniku nové alely. Alela je stav genu. V populaci maZe
existovat mnoho alel genu li&icich se substitucemi dusikatych
bazi, kterd pravddpodobnd vznikly v disledku mutaci pivodni DNA
molekuly. Souasnd existence vice nez jedné alely (které jsou téZ
n&kdy oznalovany jako "varianty") v populaci se nazyva geneticky
polymorfismus. Lokus, ve kterém miZe existovat vice neZ jedna ‘
alela jako stabilni sloZka populace, je polymorfni lokus. Obvykle
mé jeden polymorfni lokus v populaci nizkou frekvenci.

Jak je urdeno z biologického vzorku, vyhodné z krve, maji
resistentni prasata v genomech polymorfismus, ve kterém je bazi v
pozici 307 (obr. 1) nukleotidové sekvence adenin, zatimco bazi ve
stejné pozici u homozygotnich sensitivnich prasat je guanin.
Heterozygotni prasata budou mit oba typy DNA a budou sensitivni.

Polymorfismus je variaci sekvence praseciho genu (Cohney et al.,
1996) .

Na prasedich rodindch byla provedena analyza genetické vazby a
byly stanoveny genetické asociace mezi polymorfismem ve FUT1 a
resistenci na onemocn&ni u k¥iZenych prasat. Podle pfedk;édaného
vyndlezu byl zji3tén polymorfismus v genu pro
«(1,2) fukosyltransferasu 1. Polymorfismus, ktery ma substituci
jedné nukleotidové baze v pozici 307, byl pouZit pro stanovéni
t&sné vazby mezi genem pro fukosyltransferasu a S-systémen,
ECF18R lokusem a jinymi lokusy HAL skupiny. '

Detekce t&sné vazby mutace ve FUT1 a ECF18R umoZnila vyvoj
molekuldrniho testu pro identifikaci prasat resistentnich na
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adhesi E. coli F18, heterozygotl (nosi&d) a prasat citlivych na
tuto adhesi. Tento diagnosticky test identifikuje, s vysokou
sensitivitou a specificitou, prasata, kterd jsou citliva na
edematosni onemocn&ni a prajmova onemocn&ni po odstaveni.
Incidence polymorfismu podle p¥edkladaného vyndlezu se 1isi

v chovech prasat. Vogeli et al. (1997) uvadi frekvence M307 alely
u 5 prasedich chovil, které nebyly navzéjem p¥ibuzné. Dostupnost
diagnostického testu pro polymorfismus podle p¥edkladaného
vyndlezu davd chovatelim moZnost GG¢inn& eliminovat alelu citlivou
na ECF18R z chovl prasat, coZ umoZni eliminaci predispozice pro
E. coli F18 bakteri&lni adhesi zplisobujici edematosni onemocn&ni
a prijem po odstaveni prasat.

pPredkladany vyndlez dale obsahuje nukleotidové sekvence, které
jsou variantami sekvence genu pro a(1,2)fukosyltransferasu 1
predstavujici rtzné polymorfismy v bazi 307 a diagnostické
molekuldrni kity pro identifikaci polymorfismi v genu pro
a(1,2) fukosyltransferasu.

Pré ziskani kandiddtovych genl pro lokus receptoru pro F18 E.
coli "(ECF18R) bylo izolovédno 5 kosmidd a jeden genomovy klon
‘obsahﬁjici geny pro a(l,2)fukosyltransferasy, FUT14 a FUT2
(Meijefink et al., 1997), z prasedi genomové knihovny. Mapovéani
fluorescence in situ hybridizace umistilo tyte klony v prouZku
qgll prase¥iho chromosomu 6 (SSCé6qll). Analyza sekvence kosmidﬁ
vedla k charakterizaci (a) otevieného &teciho ramce (ORF), délky
1098 pard bazi, ktery je z 82,3% identicky k lidské FUT1
sekvenci, a (b) druhého ORF, délky 1023 parud bazi, ktery je z 85%
identicky k 1lidské FUT2 sekvenci. FUT1 a FUT2 lokusy se proto
zdaji byt praselimi ekvivalenty lokust lidské krevni skupiny H a
Secretor lokusu. P¥imé sekvencovéni dvou ORF u prasat citlivych
nebo resistentnich na adhesi a kolonizaci F18 E. coli (ECF18R)
odhalilo dva poiyhorfismy v péru bazi 307 (M307) a paru bazi 857

asce
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(M857) FUT1 ORF. Nukleotidové pozice jsou politény od ATG
(kodujiciho methionin) . Analyza t&chto mutaci u 34 para Landrace
rodin s 221 potomky ukdzala t&snou vazbu mezi lokusem
kontrolujicim resistenti a sensitivitu na E. coli F18 adhesi

a kolonizaci v tenkém st¥evu (ECF18R) a lokusem inhibitoru
krevnich skupin S. Proto je M307 mutace dobrym markerem pro
selekci zvi¥at resistentnich na E. coli F18 zaloZenou na markeru.
Bylo zjisté&no, Ze jind mutace v nukleotidové pozici 229 vede k
polymorfismu, ve kterém je kodon kodujici leucin (CTT) zménén na
TTT (kodujici fenylalanin). Mutace Vv pozici 714 (GAT -> GAC)
(kodujici kyselinu asparagovou) nevyvold aminokyselinovou
substituci. Z&dng polymorfismus, ktery by odli%il sensitivni od
resistentnich prasat, nebyl identifikovan ve FUT2.

i TOoVv ni nilez

2z

Nésledujici p¥iklady ilustruji provedeni vynélezu.
p¥iklad 1: Test na resistentni prasata

Polymorfismus podle p¥edkladaného vynalezu miZe byt snadno
identifikovédn za pouZiti PCR-RFLP testu. V jednom provedeni test
vyuZivad 160 bp fragment prase&i a(l,2)fukosyltransferasy 1
amplifikovany pomoci PCR za pouZiti nasledujicich primeri:

5' -CCAACGCCTCCGATTCCTGT-3' a 5' -GTGCATGGCAGGCTGGATGA-3"..
Vyhodnymi podminkami PCR pro toto provedeni je 25 cyklu pri
nasledujicich dobach a teplotéach: 94 °C, 30 s; 60 °c, 45 g; 72
°c, 90 s. Amplifikovand DNA od resistentnich prasat byla travena
restrikénim enzymem Hgal, ale nebyla travena restrik&nim enzymem
HinPI. Amplifikovand DNA od homozygotnich sensitivnich prasat
byla trévena restrik&nim enzymem HinPI. Amplifikovand DNA od
heterozygotnich sensitivnich prasat byla Gastedn& trévena obéma

enzymy .

.o
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V alternativnim p¥istupu byla DNA izolovéna z praselich
jadern§ch bun&k za poufiti standardnich postupd. Pfimé
sekvencovani prase&ich FUT1 a FUT2 sekvenci a jejich sousednich
regionli u zvi¥at rGznych ECF18R genotypd (BB, bb) vedlo k
identifikaci dvou G --> A zm&n v pozicich 307 a 857 (oznalenych
M307 a M857, v prislufném pofadi) FUT1 ORF. M307 substituce
eliminuje restrik®ni misto pro CfoIl. Amplifikace DNA izolované z
prasedich jadernych bun&k byla provedena pomoci standardnich
postupl s primery P6 a P11l (3 minuty p¥i 95 °C, 30 cyk}ﬁ b 30 s
p¥i 95 °C, 30 s p¥i 56 °C a 30 sec p¥i 72 °C, po kterych
nisledovala 7 minutovd konend extense p¥i 72 °C), a po ni
nasledovalo traveni Cfol a separace na 3% agarosovém gelu, kterd
vedla k polymorfismu délky restrik&nich fragmentd (RFLP) .
Homozygotni M307%% zvifata m&la 2 prou’ky. Homozygotni M307°¢
zvitata méla 93-, 241- a 87 bp fragmenty. Heterozygotni zvifata
mé&la vSechny &ty¥i fragmenty.

~P¥iklad 2: Sensitivita a specificita testu vyuZivajiciho
\ a(1,2) fukosyltransferasu v detekci prasat resistentnich na F18
E.coli -

Byla provedena studie pro stanoveni asociace mezi resistenci
na onemocn&ni a polymorfismem v pozici 307 FUT1 genu. 183
odstavenych prasat (v8ku 2-6 mésicu) bylo ziskéno ze é?éﬁi'y
riznych chovi. Pouze o jednom chovu bylo pfed Zahéjenim:studie
znédmo, Ze obsahuje resistentnich zvi¥ata a o té&chto zvifatech
\bylo zndmo, %¥e maji vysokou incidenci prase&iho stresového
syndromu. U dalZich 5 chovl nebyly znémky prasefiho stfesového
syndromu a incidence resistentence na onemocné&ni nebyla znéma.
Prasata z ka%dého chovu byla n&dhodn& vybréna, humén& usmrcena a
byly odebrény sleginy a vzorky tenkého stfeva. Ze sleziny byla
extrahovdna DNA a byla pouZita v PCR-RFLP testu popsaném v
pfikladu 1. St¥evni bufiky byly prefiStény sedkrdbnutim

SIREE
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gsliznidniho povrchu st¥eva, lyzou bun&k v hypotonickém EDTA
roztoku a promytim centrifugaci. Prediit&né buiiky kartédfového
lemu st¥eva byly inkubovany s F18 E. coli. Tato sm&s byla
vySetfovédna mikroskopii s fézovym kontrastem. Tento test urcil,
zda jsou prasata sensitivni (vzorky st¥eva obsahovaly adherované
bakterie) nebo resistentni (vzorky stfeva neobsahovaly adherované
pakterie) . PCR-RFLP test na polymorfismus koreloval s testem
vazby bakterii na buliky st¥eva u 53 z 53 re51stentn1ch prasat a u
128 ze 130 sensitivnich prasat. Dv& prasata, ktera byla pomoci
testu vazby bakterie na stfevni builkky uréena jako sensitivni byla
chybné& ur&ena jako resistentni p¥i pouZiti PCR-RFLP testu. Dva ze
Sesti vySet¥ovanych chovi obsahovaly resistentni prasata, zatimco
pouze jeden chov mél praseli stresovy syndrom, coZ dokazuje, Ze
PCR-RFLP test mi%e identifikovat prasata resistentni na

onemocn&ni u zvi¥at, kterd nemaji praseli stresovy syndrom.
p#iklad 3: Lokalizace FUT1 na chromosomu 6 (SSC6)

Kosmidy ETHsl, -s2, -s3, -s4 a -s6 byly identifikovény po
skriningu kosmidové knlhovny FUT1 nukleotidovou sondou ziskanou z
prase&i genomové DNA s primery P7 a P10 a byly mapovany pomoci
FISH a DISC-PCR do proufku gll chromosomu 6.

p¥iklad 4: Identifikace ORF praseti FUT1

Hybridizace kosmidd trévenych KspI, EcoRI a KspI/EcoRI
s radioaktivn& zna&enymi FUT1 fragmenty P6-Pll a P7-P10 pro
Souther blot analyzu uk&zaly identické autoradiografické signaly
pro ETHs2, -s4 a -s6, zatimco odli%né signaly byly ziskény pro
kosmidy ETHsl a -s3. Z kosmidu ETHs2 KspI byly izolovédny subklony
délky 940 bp a 6,2 kb, které odpovidaji predpokléddané délce
hybridizujicich KspI fragmentu na Souther blot analyze. Sekvence
obou subklond byly komblnovany za zisku 1501 bp sekvence, kterd

N
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byla v souladu s vysledky p¥imého sekvencovani genomovych PCR
produkt. 1501 bp sekvence obsahuje otevreny &teci rémec (ORF)

o 1098 bp odpovidajici lidskému FUT1l ORF, s 82,3% nukleotidovou a
80, 8% aminokyselinovou identitou. ORF koduje polypeptid.

Priklad 5: Identifikace prasedi FUT2 a pseudogenu FUTP

ETHsl mé& jeden DNA fragment (2,7 kb), ktery hybridizuje s FUT1
sekvenci, zatimco ETHs3 mé& dva (2,7 kb a 8,2 kb) . Subklonovani a
dastedné sekvencovani 2,7 kb EcoRI fragmentu ETHsl a -s3
potvrdilo, %Ze tyto dva fragmenty jsou identické. Sekvence ma
vysokou podobnost s lidskym FUT2, ale ma né&kolik zmé&n k NH_- a
-COOH termindlnich regionech. Tyto zm&ny vedou k posunu &tecich
ramci, které nejsou slu&itelné s konzervovanym ORF, proto se
predpokladd, e sekvence ziskana z 2,7 kb fragmentu p¥edstavuje
pseudogen (FUT2P). Po subklonovani produktu triveni ETHs3 BamHI
byly identifikovany hybridizujici sekvence obsaZené v 8,2 kb
EcoRI fragmentu. Ziskané subklonované sekvence pfedstavuji 1023
bp ORF a jsou z 85% identické na nukleotidové Grovni a z 83%
identické na aminokyselinové Grovni se sekvenci lidského FUT2.
Mezi prase&i FUT2 sekvenci a FUT2P sekvenci ziskanou z 2,7 kb
fragmentu bylo pozorovano mnoho rozdilh v NH_- a -COOH
termindlnich regionech. P¥edpokladana aminokyselinova sekvence
odpovida &&ste&n& urlené aminokyselinové sekvenci praseciho
Secretor enzymu (Thurin and Blaszczyk-Thurin, 1995). PraselCi
FUT1, FUT2 a FUTP sekvence byly uloZeny v GenBank pod
prirtistkovym &islem U70883, U70881 a U70882, Vv prisluiném potfadi.
FUT1 a FUT2 geny maji vysoce homologické sekvence. Toto bylo
brano v Gvahu nap¥iklad p¥i p¥ipravé primerfi. Krom& toho,
enzymova aktivita FUT1 a FUT2 musi byt v dalgich studiich
odligena.

sese
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P¥iklad 6: Identifikace M307 a M857 mutaci a charakterizace M307

DNA byla izolovéna z prasefich jadernych bun&k za pouZiti
standardnich postupl. P¥imé sekvencovani prasedich FUT1 a FUT2
sekvenci a jejich sousednich region u zvifat rdznych ECF18R
genotypt (BB, bb) vedlo k identifikaci dvou G --> A substituci
v pozicich 307 a 857 (oznaenych M307 a M857, Vv prislusném
poradi) FUT1 ORF. M307 substituce eliminuje restrik&éni misto pro
CfoI. Amplifikace DNA izolované z praselich jadernych bun&k byla
provedena pomoci standardnich postupl s primery P6é a P11l (3
minuty p¥i 95 °C, 30 cykld o 30 s p¥i 95 °C, 30 s p¥i 56 °C a 30
sec p¥i 72 °C, po kterjych nisledovala 7 minutovd konefnd extense
p¥i 72 °C), a po ni nasledovalo traveni Cfol a separace na 3%
agarosovém gelu, ktera vedla k polymorfismu délky restrikénich
fragmentt (RFLP). Homozygotni M3072* zvifata m&la 2 prouzky (93-
a 328-bp fragmenty). Homozygotni M307%¢ zvifata méla 87-, 93-

a 241- bp fragmenty. Heterozygotni zvifata méla v8echny &tyti
fragmenty.

P¥iklad 7: Charakterizace mutace M857

M857 mutace je substituce, ktera eliminuje Acil misto. Primer
DPBEST byl navrZen tak, aby eliminoval dv& dalfi mista pro Acil
v pozicich 866 a 872. PCR S primery P7 a PBEST (3 minuty p¥i 95
°c, 30 cyklt o 30 s p¥i 95 °C, 30 s p¥i 56 °C a 30 sec pfi 72
°c, po kterych nisledovala 7 minutovéd konelna extense p¥i 72
°C), po které nasledovalo traveni AciI, umo¥nily PCR-RFLP analyzu
na 3% agarosovém gelu. Homozygotni M857”® zvifata vykazovala 174
bp fragment, zatimco amplifika&ni produkty M857%% vykazovaly
136- a 38- bp fragmenty.

LR
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P¥iklad 8: Genetické mapovéani FUT1 genu

V Landrace prasedich rodindch ukéazaly rekombinace mezi M307 a
lokusem HAL vazebné skupiny (S, ECF18R, RYR1, GPI, PGD)
rekombinadni frakce © < 0,04 (tabulka 2). Lod skore Z pro celkové
rekombinalni frakce byly mezi 24,5 a 50,6, coZ je silnym dikazem
vazby mezi té&mito lokusy. Tato data umo¥fuji genetické mapovani
FUT1 genu do HAL vazebné skupiny v t&sné blizkosti S a ECF18R,
které jsou oba ovlivnény FUT1. V pokusnych Landrace rodinach byla
zjist&na alelickd asociace mezi ECF18R a RYR1. V&t8i polet
genotypt RYR1ITT v pozici 1834 v RYR1 (genotyp citlivy na halotan)
byl pozorovan mezi prasaty resistentnimi na edematosni onemocnéni
prasat a prijmovéd onemocnéni po odstaveni (genotyp ECF18R®/®)
(tabulka 3). Tato asociace alel je dtisledkem vazebné nerovnovéahy,
to znamend odchylky pozorovanych haplotypovych frekvenci od
otekavanych haplotypovych frekvenci pfi nezavislém dé&leni alel.
Vazebna nerovnovdha oznafuje nendhodnou asociaci alel nalezicich
do vézanych lokust. Nicmén&, vzhledem k nizké rychlosti _
rekombinace nemiife byt 2adny lokus urlen jako signifikantné lep&i
neZ druhy.

p¥iklad 9: Asociace M307* s ECF18R” a M307¢ s ECF18R"®

vV Landrace (SL) a Large White (LW) prasatech je ECF18R"® (alela
resistence na edematosni onemocnéni prasat a na prajmovéa
onemocné&ni po odstaveni) 100% asociovana s M307™ a ECF18R® (alela
sengitivity na edematosni onemocnéni prasat a na prijmova
onemocn&ni po odstaveni) 100% asociovéna s M307¢ (kde A je adenin
a G je guanin). U SL prasat odpovida 88% (30/34) S° viem ECF18R”
a M307* haplotypim, v p¥isluSném pofadi. Odpovidajici hodnoty pro
oba S®-ECF18R® a S=-M307* haplotypy byly 82% (9/11) u Large White
prasat. V pokusnych SL rodinach byl vyskyt M857" alely v FUTL
lokusu nizkt, dokonce nep¥itomny, u LW prasat. Proto
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nebyla pozorovéana signifikantni gameticka asociace mezi alelami
M857 a alelami sousednich gend. G->A substituce Vv pozicich FUT1
307 a FUT1857 byly zjistovany s variabilnimi frekvencemi také u
Duroc, Hémpshire a Pietrain prasat, coZ naznaluje, Ze se tyto
substituce mohou vyskytovat také u jinych prasat.

P¥iklad 10: Distribuce FUT1l genotypl

Tabulka 4 ukazuje, Ze distribuce FUT1 genotypli v nukleotidové
pozici 307 mezi ECF18R typy se statisticky vyznamn& odliSuje od
o¥ekavaného pom&ru p¥i hypotéze, Ze se jednd o dva nezévislé
genotypy. 2 119.zvifat ECF18R®/® resistentnich na edematosni
onemocn&ni prasat a na prijmovd onemocnéni po odstaveni mélo 118
genotyp M307®* v DNA testu. Jedno resistentni zvi¥e mélo genotyp
M3072/%. Ze 131 sensitivnich prasat m&lo 130 genotyp M307™/< nebo
M307%/S. Jedno zvite, sensitivni na adhesi E. coli, bylo podle
DNA testu homozygotni pro M307™/®. Data z tohoto p¥ikladu a z
prikladu 2, spolu s daty pfedchozich studii, naznaduji, Ze FUT1
gen je p¥itomen v S lokusu prasat a ECF18 lokusu. Ackoliv 4
zvitata v tomto p¥ikladu a v p¥ikladu 2 neodpovidala hypotese, je
pravdépodobné, Ze tato zvifata byla nespravn& fenotypizovéna s
ohledem na sensitivitu/resistenci k onemocnéni.

P¥iklad 11: Aminokyselinové zmény Vv o(1,2) fukosyltransferase

G -> zmé&ny v bp +307 a bp +857 genu pro
a@(1,2) fukosyltransferasu 1 vedou k substituci aminokyseliny
threoninu (neutrdlni polédrni) za alanin (neutralni nepolarni) a
glutaminu (neutrdlni polérni) za arginin (bazickd), v p¥islufném
poradi, kde tyto substituce mohou mit funké&éni disledky v
kodovaném produktu. C -> T substituce v bp 229 vede k
aminokyselinové substituci leucinu (neutrdlni nepolérni) za
fenylalanin (neutrdlni nepolérni) .

ecses
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Tahulka 1 Sekvence kodu31c1ch (F) a reversnlch (R) primerl a

]ejlch relat1vn1 pozice vzhledem k start kodonim prasegi FUT1 a

FUT22

Jméno primeru Sekvence primeru Pozice
FUT1 P6 (R) 5'.CTTCAGCCAGGGCTCCTTTAAG-3' +489
FUTI P7 (F) 5" TTACCTCCAGCAGGCTATGGAC-3' +720
FUT! P10 (R) 5. TCCAGAGTGGAGACAAGTCTGC-3' +1082
FUTL P11 (F) 5'.CTGCCTGAACGTCTATCAAGATC-3' +69
FUT1 P16 (F) 5'.AGAGTTTCCTCATGCCCACAGG-3' -90
FUT1 P18 (R) 5'.CTGCTACAGGACCACCAGCATC-3' +1203
FUT1 PBEST (R}  5-ACCAGCAGCGCAAAGTCCCTGAC +893

GGGCACGGCCTC-3'

FUT2 P16 (R) 5'.CTCCCTGTGCCTTGGAAGTGAT-3' +1094
FUT2 P17 (F) 5'-AACTGCACTGCCAGCTTCATGC-3' -83

2 primery FUT1 P10 a FUT1 P11 jsou ziskény z lidského FUT1 genu.

Tabulka 2: Celkové rekombina&ni frakce (8),

Lod skore

(z) a poclet

informativnich zvi¥at (N) pro M307 a lokus HAL vazebné skupiny Vv

Landrace pokusné populaci

Par lokusu N -8 Z

S-ECF18R 183 0,01 50,6
M307-S 183 0,01 50,6
M307-ECF18R 216 0,01 57,1
M307-RYR1 198 0,02 47,2
M307-GPI 147 0,03 34,2
M307-PGD 147 0,04 24,5
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Tabulka 3: Frekvence haplotypt ve &tyfech lokusech (S-FUT1 (M307,
M857) -ECF18R-RYR1) v Landrace (SL) pokusné populaci a u n&hodné
vybrangch Large White (LW) prasat

Odruda Haplotyp® v Frekvence*
S-FUT1 (M307, (potet)
M857) -ECF18R-RYR1)

SL SAGDT 70 (28)
SAGhC 5 (2)
SGGBC 15 (6)
SGABC 10 (4)
LW SAGbC 56 (9)
SGGBC 31 (5)
SGGBC 13 (2)

2 §: supresorovy lokus pro A a O krevni typy (S a s).

FUT1 (M307): alterace adeninu (A) na guanin (G) v nukleotidu
307 genu pro a(1,2)fukosyltransferasu (FUT1). FUT1 (M857):
alterace adeninu (A) na guanin (G) v nukleotidu 857 genu pro
a(1,2)fukosyltransferasu (FUT1). ECF18R: E.coli F18 receptor.
Dominantni alela citlivosti je oznafena B a resistentni alela je
ozna&ena b. RYR1: ryanodinovy receptor kosterniho svalu. C
(cytosin) je dominantn& resistentni a T (thymin) je sensitivni
alela pro maligni hypertermii.

< Frekvence haplotypi jsou uvedeny v procentech a absolutni pocet
je uveden v z&vorkach.
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Tabulka 4: Distribuce genotypt, tetrachorické korelace (R) a
statistickd vyznamnost asociace (x* a V x x%) asociovanych
polymorfnich FUT1 (M307) a ECF18R lokus® u Landrace (SL) pokusné
populace a u ndhodn& vybranych Large White (LW) prasat.

FUT1/M307
Odrida Lokus genotyp A/G A/A r x> x*® x w®
SL ECF18R® b/b 1 113 0,98 213,1 42,677
B/b 106 1

A/G
genotyp (A/G) G/G A/A

LW ECF18R® b/b 0 5 1,0 29,0 11,6777
B/b, B/B 24 0

5 pmotnostni faktor w = 0,2 (SL) a 0,4 (LW) byl pouZit pro
korekci chyb&ni pFesnych vysledkld vzniklych v disledku zahrnuti
p¥ibuznych zvi*at do dat, podle Cotterman (1947. *** p < 0,001.

s gzvi¥ata genotypu b/b v ECF18R lokusu jsou resistentni a zvitata
genotypi B/b a B/B jsou sensitivni na adhesi F18 ab E. coli.

Zpusoby
1. Primery

Primery odvozené z lidského FUT1 genu byly pouZity pro
amplifikaci prase&iho prot&jsku z genomové DNA. Z vyslednych
prase&ich sekvenci byly navrieny specifické primery, které byly
pouZity v dal®i amplifikaci a sekvencovani (tabulka 1).

[ R XX ]
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2. Vyhleddvani v prasei genomové knihovné

Praseli genomové knihovny byly vySetfovany bud prase¢i FUT1
sondou ziskanou za pou¥iti primert P7 a P10, nebo praseli FUT1
cDNA. Prase&i genomova knihovna, vytvofend v SuperCOsl
(STratagene, La Jolla, CA, USA) byla vySet¥ovdna s o>“P dATP
znadenou (Prime It II, Stratagene) FUT1 sondou ziskanou z praseli
genomové DNA pomoci primert P7 a P10. Po hybridizaci dvojitych
filtrd p¥i 42 °C po dobu 15 hodin (50% formamid, 6 x SSC, 5 x
Denhartdv roztok, 0,5% SDS, 0,1 mg/ml lososiho spermatu) a dvojim
promyti p¥i 65 °C po dobu 30 minut (1 x SSC, 0,1% SDS) byly
identifikovany pozitivni kolonie po expozici na rentgenovém filmu
(15 h, -80 °C).

3. In situ hybridizace prasedich chromosomi v metafézi

Kosmidové klony ETHsl, ETHs2, ETHs3, ETHs4 a ETHs6 byly
p¥edmétem fluorescentni in situ hybridizace (FISH) (Solinas Toldo.
et al., 1993) nebo p¥imé in situ chromosomdlni PCT (DISC PCR) na
prase&ich chromosomech v metafdzi. Chromosomy v metafizy byly
barveny na Q-prou¥ky a byly vyfotografovany pfed hybridizaci.
Sondy byly znaleny ndhodnym "primingem" za pouZiti
biotin-16-dUTP. Detekce signdlu a amplifikace byly provedeny za
poufiti avidin-FITC a biotynylovaného anti-avidinu. Chromosomy
byly kontrastn& barveny 4,6-diamidino-2-fenylindolem a relativni

pozice kosmidd byly ur&eny zpisobem, ktery popsal Solinas Toldo,
1993.

4. Subklonovéani
Produkty enzymatického tréveni genomovych kolonii pozitivni na

sondu byly separovény na agarosovém gelu, byly pfeneseny na
nylonovou membrdnu a prouZky obsahujici sondu byly subklonovany

seee
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do plasmidl pro sekvencovéni FUT1. Sekvence FUT1 ziskana timto
zpusobem je uvedena na obr. 1.

VZechny kosmidy byly tréaveny KspI;AEcoRIfé KspI/EcoRI a
produkty tradveni byly separovany na 0, 8% agafdébvém gelu‘a byly
p¥eneseny na Hybond N nylonovou membrénu (Meijerink et al.,
1997) . Tento blot byl hybridizovén s «**P 4ATP znalenymi produkty
PCR prase¥i FUT1 (primery P6-P11 a P7-P10). Na z&dkladé
autoradiografickych signdld byly ETHsl, -s2 a -s3 podrobeny
daldimu subklonovidni do pBluescript SK- a (Stratagene) a FUT
sekvence byly ur&eny z t&chto subkloni. Sekvence dvou
FUT-podobnych otev¥enych &tecich ramcl (ORF) (FUT1 a FUT2)«
ziskané z kosmidd ETHs2 a -s3 byly srovnavany s ECF18R
pozitivnimi (BB/Bb) a negativnimi (b/b) zvifaty pomoci pZimého
sekvencovadni PCR produktd.

5. Polymerasovd Yet&zovad reakce a p¥imé sekvencovani

Za pouZiti Perkin Elmer Ready Reaction Dye Terminator kitu
(Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT, USA) a 10 pmol primeru bylo
provedeno cyklické sekvencovéni s teplotnim programem stavajicim
z polate¥ni denaturace p¥i 95 °C po dobu 5 minut, po které
nisledovalo 25 cykld p¥i 95 °C po dobu 5 s, 50 °C po dobu 15 s a
60 °C po dobu 4 minut. Primery pouZité pro amplifikaci a
sekvencovani prase&ich genl pro «(1,2)fukosyltransferasu jsou
uvedeny v tabulce 1. DalZi primery byly navrZeny tak, Ze braly v
dvahu k¥i¥ové tepelné reakce primerll zplisobené znafnou podobnosti
FUT1, FUT2 a FUT2 pseudogenu. Vzorky byly analyzovany na 373A ABI
sekvendtoru (Applied Biosystems Inc.) a analyza sekvence byla
provedena s GCG vybavou (Devereux, 1984).
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6. Produkce informativniho potomstva

Polymorfismy v jednom nukleotidu byly analyzovany na 221
Landrace prasatech, kteréd byla potomky 4 vepiu a 16 prasnic a na
29 Large White prasatech, ktera byla potomky 9 pa¥eni mezi
nep¥ibuznymi prasaty. Pro produkci v&tEiho podtu informativniho
potomstva pro vySetfovani vazby mezi prase&imi geny kodujicimi
ECF18 receptory a vybranymi lokusy polymorfismu byly provedeny
pouze informativni Landrace k¥i%eni B/b x b/b.

7. Test kolonizace

Ve studii provedené Bertschingerem et al., 193, byla viEe
uvedena Landrace prasata také testovéana na sensitivitu pro ECF18

v testu kolonizace. Pro tento test byla prasata inokulovéna té&sné&

po odstaveni E. coli kmenu 124/76 serotypu 0139:K12(B) :H1:F18
(Rippinger et al., 1995). Bakterie ve stolici byly sledovéany
ka¥dy den. Rozsah kolonizace byl vypo&itan jako prumér dvou
nejvy&&ich fekdlnich skore. Prasata s fekalnim skore 3,5, které
odpovida 6,7 log kolony tvoricich jednotek (CFU)/g nebo vice,
byla povaZovana za sensitivni pro kolonizaci. Tento limit byl
stanoven na zédklad& chybéni mortality pod touto hodnotou a na
skore ziskanych od pln& resistentnich selat.

8. Vazebnd analyza nukleotidovych poiymorfismﬁ g

Vysledky jednonukleotidovych polymbrfiémﬁ byly.srovnavany s
typizaénimi daty pro ECF18R, ktera byla ziskéna v in vitro
adhesnim testu, jak jej popsal ngeli et al., (1996), a s
typizanimi daty pro GPI-, PGD-, a-1-B-glykoprotein (A1BG),
ryanodinovy receptor (RYR1l), EARH- a S- lokusy, jak je popsal
Vogeli et al., (1996). Analyza parové vazby a vypolet

rekombina&nich frakci byly‘provedeny za pouziti CRI-MAP verze 2.4
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programu (Green et al., 1990). Analyza vicebodové vazby byla
provedena sekvenlni inserci vyse uvedenych lokust do mapy.
Haplotypové frakvence byly vypolitany z puvodnich zvifat, pro
Landrace rodiny a pro 8 rodiovskych Large White zvitat, které
byly haplotypovény na ECF18R z informaci o potomstwvu.
Tetrachorické korelace ECF18R a mutaci v FUT1 (FUT1/M307)

(polymorfismy) byly vypo&itdny na vSem Landrace potomstvu a Large
White potomstwvu.

10. Souther blot analyza

Byla provedena Souther blot analyza kosmidd ETHs (1-3), ETHs2
(4-6) a ETHs3 (7-9) po trédveni enzymy KspI (1, 4, 7), ECORI (2,
5, 8) a KspI/EcoRI (3, 6, 9) a po separaci na 0,8% agarose.
Hybridizace s «o**P dATP znalenym 5'-FUT1 fragmentem (primery
P6-P11) vedla k vzniku stejného hybridizujiciho 940 bp prouZku
pro produkty traveni Kspl (drdha 4) a KspI/EcoRI (drdha 6) .
Nicmén&, hybridizace s 3'-FUT1 fragmentem (primery P7-P10)
(tabulka 1) ukézala 6,2 kb Kspl prouZek ve draze 4 a 1,1 kb
KspI/EcoRI prouZek ve dréze 6. Jak 5', tak 3' FUT1 fragmenty
hybridizuji na stejny 4,6 kb EcoRI fragment ve draze 5. Tato
skute&nost ukazuje na p¥itomnost Kspl mista ve FUT1l genu
obsafeném v kosmidu ETHs2. K¥i%ovad hybridizace 3' FUT1 fragmentu
detekuje 2,7 kb (drdhy 2, 3, 8 a 9) a 8,2 kb (drédhy 8 a 9)
prou¥ky, coZ vede k identifikaci sekvence FUT2 pseudogenu
(nekompletni ORF) a FUT2 genu, V prislusném poradi.

10. Polymorfismus délky restrik&nich fragmentd

Detekce (A) M307 G na A a [(B) M857 G na A mutace Vv prase&im
FUT1 genu miZe byt provedena analyzou polymorfismu délky
restrikénich fragmentd, vzniklych travenim riznymi restrik&nimi
enzymy. Traveni amplifikovaného FUT1 fragmentu CfoIl (A) a Acil
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(B) vede k polymorfismu restrik&nich fragmentd. V prvni dréze je
100 bp marker. Délky fragmentl jsou uvedeny v parech bazi. (A)

M307®/® genotyp (drdha 2) vytva¥i restrik&éni fragmenty délky 328
bp a 93 bp, zatimco M307%/¢ genotyp (dréhav4) vytva¥i restrikéni
fragmenty délky 93, 241 a 87 bp a heterozygotni M307™/S genotyp

(drédhy 3) vytvari v&echny C&tyri fragmenty.

(B) Tradveni M857”/® genotypu (drdha 2) vytvar¥i restrikéni
fragmenty délky 174 bp, zatimco triveni M857%/¢ genotypu (drdha
4) vytva¥i restrikéni fragmenty délky 136 a 38 bp a traveni
heterozygotniho M8572/< genotypu (drdhy 3) vytvari vSechny t¥i

fragmenty.
11. Zdroj prasat

Data pro Swiss Landrace pokusnou populaci jsou ziskéna z
rodokmenli, které byly zjiSt&ny v Institute of Veterinary

Bacteriology, University of Zurich. VS8echna ostatni prasata Large

White, Swiss Landrace, Duroc, Hampshire a Pietran plemen
pochdzela z rznych chovnych stad ve Svycarsku. Ostatni prasata
byla ndhodné ziskéna z farem na stfedozdpadé USA.

LER X ]
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1. Zpusob pro identifikaci prasat resistentnich na kolonizaci
stteva E. coli vyznaé&ujici se tim Ze obsahuje:
a) ureni ptitomnosti genetického polymorfismu asociovaného s
resistenci na kolonizaci v biologickém vzorku od prasete; a
b) pokud je prase homozygotni pro polymorfismus, tak urceni
prasete jako resistentniho prasete.

2. Zplsob pro identifikaci prasat resistentnich na st¥evni
onemocn&ni zplisobend E. coli vy znadc¢ujici se t im,
Ze obsahuje:

a) urdeni toho, zda je v biologickém vzorku od prasete
dusikatd baze v pozici 307 genu pro «(1,2)fukosyltransferasu 1
adenin; a

b) identifikaci prasete jako resistentniho tehdy, je-1i baze v
pozici 307 adenin.

3. Zplsob k¥iZeni prasat resistentnich na onemocn&ni zplsocbend E.
colivyznad&ujici se tim 2e

a) selekci takovych prasat pro k¥iZeni, kterd maji geneticky
polymorfismus v genu pro «a(l,2)fukosyltransferasu 1, ktery je
identifikuje jako prasata resistentni na st¥fevni onemocnéni
zplsobérnid E. coli; a

b) k¥iZeni uvedenych prasat.

4. Zptsob podle nérokd 1, 2 nebo 3 vy zna & u j ici se
t i m Ze E. coli je kmene F18.

5. Izolovand molekula DNA, kterd je polymorfni pro gen pro
o(1,2) fukosyltransferasu 1 u prasat.

6. Izolovani molekula DNA majici sekvenci nukleotidd uvedenou na
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obr. 1.

7. Izolovand molekula DNA podle ndroku 6 ve které je misto
guaninu v nukleotidové pozici 307 adenin.

8. Izolovanid molekula DNA, kteri je komplementdrni k nukleotidové
sekvenci podle naroku 6.

9.Izolovand molekula DNA podle nédroku 6 se substituci adeninu za
guanin v nukleotidové pozici 857.

10. Izolovanad molekula DNA podle ndroku 6 s threoninem v
nukleotidové pozici 229.

11. Polypeptid kodovany molekulou DNA podle naroku 5 nebo 6, kde
uvedend molekula md «o(l,2)fukosyltransferasovou aktivitu.

12. Qast izolovani molekuly DNA podle ndroku 5 nebo 6, kde
uvedend ¢ast obsahuje nukleotidovou sekvenci, kterd odlisSuje
prasata resistentni na kolonizaci E. coli od prasat sensitivnich
na takovou kolonizaci.

13. Molekularni test pro detekci receptort pro F18 E. coli
vyznadc¢ujici ge t im, Ze obsahuje izolaci DNA z
jadernych bun&k prasete; amplifikaci uvedené DNA v polymerasové
Yet&zové reakci za pouziti oligonukleotidovych primert, které
jsou kOmplementérni k DNA sekvenci genu pro praseci

a(1,2) fukosyltransferasu; provedeni traveni restrikénimi enzymy
za pouZiti alespoii jednoho restrik&éniho enzymu; separaci
vyslednych fragmentd gelovou elektroforesou; urfeni p¥islusného
poltu a délky fragmentl na gelu; a stanoveni toho, které
receptory jsou pfitomné na prasecich builkdch, podle po&tu a délky
fragmentli.
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14. Molekuldrni test podle ndroku 14 vy zna dujici se
t 1 m, Ze restrikénim enzymem je Cfol.

15. Kit pro detekci receptorl pro F18 E. coli
vyznad¢ujici se tim, Ze obsahuje oligonukleotidy v
oddéleﬁ?ch kontainerech, které jsou komplementdrni k DNA sekvenci
polymorfismu genu pro prasec¢i «(1,2)fukosyltransferasu 1.

16. Praseli polypeptid majici «(1,2)fukosyltransferasovou
aktivitu a aminokyselinovou substituci v pozici 103.

17. Polypeptid podle nédroku 17, ktery m& aminokyselinovou
substituci v pozici 286.

18. PouZiti polymorfismu prasec¢i a(1,2)fukosyltransferasy pro
vyvoj 1lékl pro lé&bu prasat postiZenych onemocné&nim zptsobenym E.
coli.
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