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W pracy dokonano identyfikacji mutacji SNPs w genie CATHL? i okreslono ich potencjal-
ny zwiazek z cechami uzytkowos$ci mlecznej krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej od-
miany czarno-bialej (phf). Identyfikacja genotypéw poszczegélnych osobnikéw prowadzo-
na byla przy uzyciu metody PCR-RFLP. Stwierdzono, Ze frekwencja alleli badanych genéw
CATHL2/Ddel wynosita: C - 0,693 i T— 0,307, natomiast CATHL2/Hhal: G -0,763 i C—0,237.
Analiza statystyczna wykazala, ze krowy o genotypie CC (CATHL2/Ddel) i CG (CATHL2/Hhal)
charakteryzowaly si¢ tendencjg do wyzszej wydajnosci mleka w poréwnaniu do pozostalych
genotypow. Z kolei najwyzsza liczbe komoérek somatycznych stwierdzono w mleku krow he-
terozygotycznych CT (CATHL2/Ddel) i CG (CATHL2/Hhal).

SEOWA KLUCZOWE: katelicydyny / CATHL2/Ddel | CATHL2/Hhal | Krowy rasy
holsztynsko-fryzyjskiej

Do cech uzytkowosci bydta mlecznego zalicza si¢: dzienng wydajnos¢ mleka (kg),
zawarto$¢ biatka i thuszczu (%) w mleku oraz liczbe¢ komoérek somatycznych. Dzienna
wydajno$¢ mleczna oraz zawarto$¢ biatka i thuszczu odgrywaja kluczowa role podczas po-
zyskiwania mleka o pozadanych wtasciwosciach. Komorki somatyczne sa wazne zard6wno
w produkcji mleka, jak i w aspekcie zdrowotnosci krow.

Komorki somatyczne wystepuja w mleku zdrowych krow. Ich liczba nie powinna prze-
kraczac 200 tys. w 1 ml mleka. W sktad komorek somatycznych wchodzg gtdwnie komor-
ki pecherzykéw mlecznych oraz nabtonka wyscietajacego kanaliki, przewody mlekono$ne
i zatoki mleczne. Znajduja si¢ one w mleku na skutek procesu naturalnego ich wydalania,
w wyniku $cierania i obumierania podczas produkcji mleka. Do standardowej liczby ko-
morek somatycznych wlicza si¢ rowniez leukocyty, ktore przedostaja si¢ do mleka i petnia
w nim funkcje przeciwdrobnoustrojowe [13].

23



S. Hiller i wsp.

Liczba komorek somatycznych moze wzrosnac, co jest oznaka stanu zakazenia lub
moze by¢ zwigzane z czynnikami zewnetrznymi, takimi jak: stluczenie wymienia, nie-
prawidtowy ddj czy tez dlugotrwala ekspozycja wymienia na niska temperature. Wzrost
liczby komorek somatycznych w przypadku zakazenia drobnoustrojami chorobotworczy-
mi jest spowodowany naplywem komorek odpornosciowych z krwi do wymienia. U bydta
mlecznego najczgsciej mozna zaobserwowac zapalenie wymienia — mastitis, ktore w krot-
kim czasie powoduje wzrost liczby komorek somatycznych w mleku, jak rowniez, w za-
leznosci od jego formy, zmniejszenie lub catkowite ustanie produkcji mleka oraz mozliwe
uszkodzenie wymienia [10].

Mastitis jest zapaleniem wymienia powodowanym przez szereg drobnoustrojow choro-
botworczych, takich jak bakterie Gram-dodatnie jak i Gram-ujemne, wirusy, mykoplazmy,
plesnie oraz grzyby. Wsrdd podstawowych patogendow wywotujacych mastitis wymienic
mozna Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Enterococcus spp. czy tez grzyby z ro-
dzaju Candida [7]. Wér6d mechanizmdw obronnych, ktére sg inicjowane podczas infekcji,
wymieni¢ mozna zhuszczanie i odnawianie nabtonka wyscietajacego kanat strzykowy, co
w konsekwencji powoduje duzy wzrost liczby komoérek somatycznych w mleku. Dodatko-
wo aktywacji ulegaja substancje ograniczajace penetracje tkanek przez patogeny. Wsrod
nich mozna wymieni¢ lizozym, laktoperoksydazg, laktoferyng oraz katelicydyny [15]. Ka-
telicydyny nalezg do biatek petnigcych wiele waznych funkcji. Ich gldwna funkcja jest
dziatanie przeciwbakteryjne, przeciwwirusowe i przeciwgrzybiczne. Nalezy jednak pod-
kresli¢ ich rolg w procesach gojenia si¢ ran, angiogenezie oraz w regulacji wspomagania
uktadu odpornosciowego [4].

Waznym aspektem, zwigzanym z uzytkowoscig mleczng bydta, jest prowadzenie badan
nad wptywem mutacji w genach kodujacych biatka, ktére sa odpowiedzialne za rozne
procesy mogace wptywac na laktacje oraz jakos¢ mleka.

Gen CATHL?2 zmapowano w 22 chromosomie bydta. Gen ten zbudowany jest z czterech
eksonow rozdzielonych trzema intronami i facznie sktada si¢ z 1559 par zasad. Ekspresja
genu CATHL?2 u zdrowego bydta zostala wykazana w tkankach narzadoéw, takich jak: jaj-
niki, jelito cienkie, watroba, §ledziona, wezty chtonne ptuca oraz gruczot mlekowy [14].

Gen CATHL? koduje biatko z rodziny katelicydyn — Bac-5. Biatko to jest zbudowane
z trzech zasadniczych czesci: peptydu sygnatlowego, domeny katelinowej i domeny z cen-
trum aktywnym o wlasciwos$ciach przeciwbakteryjnych. Biatko zbudowane jest z 176 ami-
nokwasow, z czego domena z centrum aktywnym sktada si¢ z 43 aminokwaséw bogatych
w proling i argining. Duza zawartos¢ tych aminokwasow w rejonie zmiennym powoduje,
ze biatko Bac-5 posiada funkcje wspomagajace regeneracje tkanki tacznej [3].

W zwiazku z rolg katelicydyn jako peptydow przeciwdrobnoustrojowych, waznym po-
wigzaniem jest zalezno$¢ ekspresji genu w stosunku do ilosci komodrek somatycznych.
Ma to istotne znaczenie, poniewaz wysoka liczba komorek somatycznych moze oznaczaé
stany chorobowe, ktore przektadaja si¢ na ilo§¢ produkowanego mleka, jak i wplywaja na
jego jako$¢, w tym na parametry ttuszczu i biatka. Katelicydyny, odgrywajac swoja rolg,
moga wpltywac pozytywnie na zwigkszenie odporno$ci, co w konsekwencji wspomaga
utrzymanie laktacji na wysokim poziomie oraz ogranicza obnizanie parametrow mleka.

Celem badan byto okreslenie frekwencji genotypow oraz alleli w odniesieniu do poli-
morfizmu typu SNP w genie CATHL?2 oraz oszacowanie wplywu oznaczonych genotypow
na wybrane cechy uzytkowosci badanego stada krow.
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Material i metody

Badano stado krow mlecznych rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-
-bialej, liczace 150 krow, w gospodarstwie zlokalizowanym w wojewoddztwie zachodnio-
pomorskim. Krowy utrzymywano w systemie wolnostanowiskowym i karmiono z uzy-
ciem dawki TMR (Total Mixed Ration). W okresie wiosenno-letnim stado bylo wypasane
na pastwisku. Doj wykonywano dwa razy dziennie, przy uzyciu mechanicznej dojarki.
Dane o uzytkowosci mlecznej kréw pochodzity z dokumentacji hodowlanej, prowadzone;j
w ramach oceny uzytkowos$ci mlecznej przez Polska Federacje Hodowcow Bydta i Pro-
ducentow Mleka.

Liczbe komorek somatycznych (LKS), wyrazona w tys./ml mleka, przetransformowano
w programie Excel® na logarytm naturalny (LnLKS), wedtug Ali i Shook [1], co pozwolito
na spehienie warunkéw rozktadu normalnego tej cechy, jak i dla dziennej wydajnosci
mlecznej (kg) oraz zawartosci biatka i thuszczu (%) w mleku.

Pierwszym etapem analizy byla izolacja DNA, do ktdrej wykorzystano krew obwodo-
wa pobrang z zyly jarzmowej kazdej z badanych kréw do sterylnych probowek zawiera-
jacych antykoagulant K.EDTA. Izolacj¢ DNA przeprowadzono wykorzystujac zestaw do
izolacji DNA z pelnej krwi MasterPure Kit (Epicenter Technologies), wedtug protokotu
producenta.

Analize genotypdw poszczegolnych osobnikow przeprowadzono z wykorzystaniem metody
PCR-RFLP. Analizowano migjsca polimorficzne SNP w pozycjach 1730 7>C (rs109775410)
11757 G>C (rs109848035) w obrebie intronu 3 genu CATHL?2. Fragment genu CATHL2 am-
plifikowano przy uzyciu PCR z odpowiednimi specyficznymi sekwencjami starterowymi, o na-
stepujacych sekwencjach nukleotydowych: forward: 5°’-GGGCCTCGGTTTCATCTCTGTC-3’
ireverse: 5~ AAGATCGGTGGGCGGATCGG-3’.

Sekwencje starteréw zostaly zaprojektowane w oparciu o sekwencj¢ genu CATHL2
(GenBank EU380692).

Przeprowadzono optymalizacje reakcji amplifikacji fragmentu genu CATHL?2, ktora
miata nastgpujacy profil termiczny: denaturacja wstepna w 95°C przez 5 minut, nastgpnie
kolejno w 30 cyklach: 30 sekund w 94°C (denaturacja), 45 sekund w 56°C (przylaczanie
starterow) 1 30 sekund w 72°C (wydtuzanie tancucha DNA), nastepnie koncowe wydtu-
zanie w temperaturze 72°C przez 8 minut. Po przeprowadzeniu reakcji PCR wykonano
elektroforeze w 1% zelu agarozowym, w celu oceny jako$ci produktu.

Kolejnym etapem analizy byto poddanie produktéw PCR trawieniu enzymami restryk-
cyjnymi Ddel oraz Hhal w temperaturze 37°C przez minimum 3 godziny. Otrzymane
produkty PCR i fragmenty restrykcyjne oceniano przy uzyciu elektroforezy w 3% zelu
agarozowym z bromkiem etydyny oraz z uzyciem markera pUC19/Mspl, ponadto wyko-
nano wizualizacj¢ oraz archiwizacj¢ uzyskanych wynikow przy uzyciu zestawu do doku-
mentacji i analizy zeli agarozowych.

Uzyskane wyniki zostaty poddane analizie statystycznej. Wykonano analiz¢ zaleznos$ci
pomigdzy réznymi genotypami, roznymi kombinacjami genotypoéw i wybranymi parame-
trami uzytkowosci, takimi jak: dzienna wydajnos¢ mleka (kg), zawartos¢ biatka i thuszczu
(%) w mleku oraz liczba komorek somatycznych w mleku.

Analiza statystyczna zaleznosci pomig¢dzy polimorfizmami CATHLZ2/Ddel, CATHL2/Hhal
1 parametrami uzytkowos$ci mlecznej zostata przeprowadzona z uzyciem programu Stati-
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stica 12 [16]. Obliczono wartos$ci $rednie (X) i odchylenie standardowe (SD) oraz przepro-
wadzono jednoczynnikowg analize wariancji, z wykorzystaniem testu wielokrotnego roz-
stgpu Duncana. Oceng istotnosci roznic w zakresie $redniej liczby komorek somatycznych
dokonano za pomoca testu Kruskala-Wallisa.

Wyniki i dyskusja

Analiza produktu PCR o dtugosci 285 par zasad (pz), po trawieniu enzymami restryk-
cyjnymi wykazata wystgpowanie trzech genotypow w kazdym uktadzie. W przypadku tra-
wienia enzymem Ddel otrzymano trzy genotypy: 77T (285 pz), CT (285 pz, 202 pz, 83 pz)
1 CC (202 pz, 83 pz). Przy uzyciu do trawienia produktu enzymu restrykcyjnego Hhal,
okreslono obecno$¢ trzech genotypow: GG (285 pz), CG (285 pz, 173 pz, 112 pz) i CC
(173 pz, 112 pz).

W tabeli 1. zawarto wyniki statystycznej analizy frekwencji wystgpowania alleli i ge-
notypow w stadzie krow rasy polskiej holsztynsko-fryzyjskiej odmiany czarno-biatej ob-
jetych doswiadczeniem. W przypadku CATHL2/Ddel frekwencja genotypu homozygoty
TT byta najnizsza, a frekwencje genotypu heterozygotycznego 7C i genotypu homozy-
gotycznego CC byly zblizone, z czego homozygota recesywna wystgpowala z najwyzsza
frekwencja. Allel T wystepowat z frekwencja nizsza niz allel C. W przypadku polimorfi-
zmu CATHL2/Hhal genotyp homozygotyczny GG wystepowat z najwyzsza frekwencja,
a genotyp heterozygotyczny CG wystepowat z najnizsza frekwencja. Allel G wystepowat
z wysoka frekwencja, a allel C ze znacznie nizsza.

Tabela 1 — Table 1
Frekwencje genotypow i alleli stada objetego do§wiadczeniem (n — liczba krow)

Genotype and allele frequencies in the cattle herd (n — number of cows)

Polimorfizm n Frekwencje genotypoéw Frekwewncje alleli

Polymorphism Genotype frequencies Allele frequencies
16 T 0,107

CATHL2/Ddel 60 TC 0.400 G ot
74 cc 0,493 ’
109 GG 0,727

CATHL2/Hhal 11 cG 0,073 g 8;?3
30 cc 0,200 ?

Kolejnym etapem badan byta analiza relacji migdzy poszczegdlnymi genotypami ba-
danych polimorfizméw a cechami uzytkowosci mlecznej. Okreslono wartosci takich cech,
jak: dzienna wydajnos¢ mleczna, zawartos¢ procentowa thuszczu i biatka w mleku oraz
liczba komorek somatycznych. W tabeli 2. uwzgledniono wartosci $rednie 1 odchylenie
standardowe dla cech w odniesieniu do wystgpowania genotypu.
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Tabela 2 — Table 2

Wartosci $rednie (X) i odchylenie standardowe (SD) dla cech uzytkowosci mlecznej w odniesieniu do
genotypow CATHL2/Ddel i CATHL2/Hhal w badanym stadzie (n — liczba krow)

Mean values (X) and standard deviations (SD) for milk yield traits in relation to CATHL2/Ddel and
CATHL2/Hhal genotypes in the cattle herd (n — number of cows)

Genotyp Wydaj.nosc. mleka Zawarto$¢ thuszczu Zawartos¢ biatka LnLKS*
Genotvne n Milk yield Fat content Protein content LnSCC*
P (ke) (%) (%)
TT 16 16,27 42,10 3,95 £0,54 3,28 £0,24 3,26 £1,06
TC 60 16,37 +2,37 3,79 +0,52 3,27+0,21 3,42+1,23
CcC 74 16,41 42,37 3,87 £0,49 3,24 +0,19 3,40 £1,35
GG 109 16,40 +2,36 3,86 +0,51 3,25+0,20 3,34 +1,24
CG 11 16,75 £2,96 3,81 0,60 3,31 0,20 3,97 1,51
cC 30 16,17 +2,01 3,81 +0,49 3,25+0,22 3,37 +1,27

*LnLKS — logarytm naturalny liczby komorek somatycznych
*LnSCC — natural logarithm of somatic cell count

Wykazano, ze w przypadku polimorfizmu CATHLZ2/Ddel najwyzsza wydajnoscia
mleczng charakteryzowaly si¢ zwierzeta o genotypie CC, przy czym najwyzsze parame-
try zaré6wno dla zawartosci thuszczu, jak i dla biatka w mleku wystepowaty w przypadku
zwierzat o genotypie 77T.

W przypadku polimorfizmu CATHL2/Hhal stwierdzono, ze najwyzsze parametry wy-
dajnosci mlecznej, jak i zawartosci biatka w mleku wystgpowaty w przypadku kréw o ge-
notypie heterozygotycznym, a zawartos¢ thuszczu w mleku byla najwyzsza w przypadku
zwierzat o genotypie GG. W odniesieniu do liczby komorek somatycznych mozna zauwazy¢,
ze najwyzsza liczbg komoérek zaréwno w przypadku CATHL2/Ddel, jak i CATHL2/Hhal,
cechowaly si¢ krowy o genotypach heterozygotycznych, odpowiednio C7'i CG. W przypad-
ku polimorfizmu CATHL2/Ddel najnizsza liczba komoérek somatycznych charakteryzowa-
ty si¢ osobniki o genotypie 77. W przypadku polimorfizmu CATHL2/Hhal zar6wno krowy
o genotypie GG, jak i CC odznaczatly si¢ zblizong liczba komodrek somatycznych, nizsza
niz zwierzeta o genotypie heterozygotycznym.

Produkcja mleka jest silnie zwigzana ze stanem fizjologicznym zwierzecia. W przy-
padku zaburzen w obrebie wymienia istotne jest, aby w wyniku mechanizméw obron-
nych organizm szybko pozbyt si¢ czynnika powodujacego stan zapalny. Wérod elemen-
tow stanowiacych pierwsza lini¢ obrony organizmu wymieni¢ mozna biatka z rodziny
katelicydyn. Wykazuja si¢ one dzialaniem bakteriobdjczym, przeciwwirusowym oraz
przeciwgrzybicznym. Badanie polimorfizméw w obrgbie genu CATHL2 moze dostar-
czy¢ informacji o zwigkszeniu lub obnizeniu roli katelicydyn w przypadku krow mlecz-
nych [17].

Ze wzgledu na istotng rolg Bac-5 w procesie bakteriobdjczym, istotnym aspektem jest
okreslenie czestosci wystgpowania polimorfizmu w obrgbie genu CATHL? i odniesienia
w stosunku do cech uzytkowosci mlecznej [5]. Wykazano, ze ekspresja genu CATHL2 ma
miejsce w zdrowych tkankach bydta, miedzy innymi w gruczole mlekowym. Wskazuje
to na dziatanie biatka Bac-5 jako peptydu przeciwdrobnoustrojowego, ktory kontroluje
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stan fizjologiczny w wymieniu. Rowniez Whelehan i wsp. [17] przeprowadzili badania
ekspresji gendw kodujacych biatka z rodziny katelicydyn w przypadku wystgpowania
wysokiej liczby komorek somatycznych u krow rasy holsztynsko-fryzyjskiej. Wykaza-
li, ze wysoka liczba komoérek somatycznych nie wptywa jednoznacznie na zwigkszenie
ekspresji genow. Jednoczesnie nie mozna pomijac faktu, ze ekspresja gendw nastepuje
réwniez w przypadku zdrowych tkanek, wigc stan zakazenia, ktoéry powoduje wzrost
komorek somatycznych, nie musi jednoczesnie wigzac si¢ ze zwigkszeniem ekspresji
genow.

Fakt ten nie powinien pomniejsza¢ znaczenia i roli katelicydyn wsréd mechanizmow
obronnych, aktywowanych podczas stanow chorobowych wymienia, a takze jako mecha-
nizmu zapobiegawczego, ze wzgledu na obecnos¢ katelicydyn w zdrowych tkankach.

W badaniach Liao i wsp. [8] wykazano, ze wystgpowanie polimorfizméw w obrebie ge-
now kodujacych katelicydyny moze mie¢ wpltyw na parametry uzytkowosci bydta, a wyniki
tych zaleznosci moga by¢ wykorzystywane w programach selekcji.

Réwniez Mei 1 wsp. [9] wykazali wystepowanie zalezno$ci pomigdzy polimorfizmami
w obrebie gendw kodujacych biatka z rodziny katelicydyn a parametrami uzytkowosci.

Przeprowadzono wiele badan skupionych na poszukiwaniu polimorfizmu w obrebie in-
nych gendw, ktore mozna by byto wykorzystac jako znaczniki parametrow uzytkowosci
bydta mlecznego. Pawar i wsp. [11] wykazali zalezno$¢ pomiedzy polimorfizmem bydle-
cego hormonu wzrostu (GH) a wyzszym poziomem laktacji u krow mlecznych.

Polimorfizm genu STAT5, znanego rowniez jako czynnik gruczolu mlekowego
(MGF — mammary gland factor), byt analizowany przez Brym i wsp. [2], a wyniki wskaza-
ty na wystgpowanie zalezno$ci pomig¢dzy polimorfizmem a parametrami uzytkowosci.

Przeprowadzono wiele badan na temat zaleznosci pomi¢dzy genotypami defensyn — na-
lezacych do AMP, tak jak katelicydyny — a parametrami uzytkowosci mlecznej. Rynie-
wicz i wsp. [12] badali zwiazek pomiedzy polimorfizmem genu defensyny a parametrami
uzytkowos$ci. Rowniez Krzyzewski 1 wsp. [6] wykazali zalezno$ci pomiedzy genem by-
dlecej p4-defensyny a parametrami uzytkowosci mlecznej, co moze by¢ uzyte jako marker
w selekceji krow mlecznych.

Polimorfizm w obrgbie genu CATHL?2 wskazuje, ze w przypadku CATHL2/Ddel naj-
lepsze parametry dla biatka i ttuszczu, jak i najwyzsza wydajno$¢ mleczng mozna byto
zaobserwowaé w przypadku homozygot. Inaczej wyglada sytuacja w odniesieniu do
CATHL2/Hhal — tutaj najwyzsza wydajno$¢ mleczna byta obserwowana w przypadku
heterozygoty, ale parametry dla biatka i ttuszczu byly najwyzsze w przypadku homo-
zygot.

Waznym aspektem jest zwrocenie uwagi na liczbg komodrek somatycznych — najwyzsza
liczba wystgpowata w przypadku heterozygot, co moze wskazywac, ze w przypadku ge-
notypow homozygotycznych ekspresja genu CATHL?2 kodujacego biatko Bac-5 przebiega
W nieznacznie, ale jednak wyzszym stopniu.

Badania dotyczace polimorfizmu w obrgbie gendéw kodujacych biatka z rodziny kate-
licydyn moga dostarczy¢ informacji na temat wptywu mutacji na uzytkowos¢ mleczng
krow. Wiedza na temat zalezno$ci pomiedzy polimorfizmami genu CATHL2 a parametra-
mi uzytkowosci mlecznej i liczbg komoérek somatycznych moze by¢ przydatna dla popra-
wienia programow selekcyjnych i hodowlanych bydta mlecznego.
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Sonia Hiller, Inga Kowalewska-t.uczak, Ewa Czerniawska-Piatkowska

CATHL? gene polymorphism in relation
to production traits in Holstein-Friesian cows

Summary
The aim of this study was to identify SNPs mutations in the CATHL?2 gene and determine their

potential association with dairy performance traits in Polish Black-and-White Holstein-Friesian
(phf) cows. Genotypes of individuals were identified by PCR-RFLP. The frequencies of CATHL2/
Ddel alleles were C — 0.693 and 7'— 0.307, and for CATHL2/Hhal polymorphisms, G — 0.763 and C —
0.237. The statistical analysis showed that cows with the CC (CATHL2/Ddel) and CG (CATHL2/Hhal)
genotype produced higher milk yield than the other cattle genotypes. In the case of CATHLZ2/Ddel and
CATHLZ2/Hhal polymorphisms, the highest somatic cell count was found in heterozygous C7 and CG
COWS.
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