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Sazetak

U domacih zivotinja nasljedni poremecaji mogu biti specifi¢ni za pojedine vrste, odnosno pasmine.
Nedostatak adhezije leukocita kod goveda nasljedna je bolest koja se pojavljuje u holstajn pasmine
i njezinih krizanaca, a utjeCe na zdravlje, uzrokuje uginuca teladi, rezultira smanjenom reprodukcijs-
kom sposobnoséu zivotinja i znatnim ekonomskim gubitcima u proizvodnji. Bolest nastaje kao posl-
jedica mutacije gena odgovornog za ekspresiju receptora na povrsini bijelih krvnih stanica, uslijed cega
dolazi do smanjene funkcije ili potpunog nedostatka bjelancevina koje sudjeluju u upalnom odgovoru.
Ucestalost bolesti u istrazivanim populacijama iznosila je i do 21,5 %. Primjena suvremenih molekular-
no-genetskih metoda od iznimne je vaznosti u identifikaciji nositelja i pridonijela je smanjenju broja
zivotinja nositelja recesivnog alela. Strategije ocuvanja niskog broja oboljelih Zivotinja kao i nositelja
recesivnog alela ukljucuju redovitu genotipizaciju rasplodnih bikova i krava prije uvodenja u uzgoj u
sklopu uzgojnih programa i genomskog vrednovanja zivotinja.

Kljuéne rije€i: nasljedni poremecaji, govedo, holStajn pasmina, ITGB2 gen, B2 integrini

Uvod

Nasljedni poremecaji nastaju spontano ili pod utjecajem fizikalnih, kemijskih 1 bioloskih
¢imbenika koji uzrokuju mutacije na genima te pojedinim regijama kromosoma. U domacih
zivotinja pojavljuju se nasljedni poremecaji specificni za pojedine vrste, odnosno pasmine.
Povezuju se s djelovanjem samo jednoga (monogenske bolesti) ili viSe gena (poligenske
bolesti), a njihov u¢inak moze biti letalan, subletalan ili subvitalan koji ¢e se oCitovati tijekom
prenatalnog i postnatalnog Zivota jedinke (Healy, 1996.). Intenzivna uporaba malog broja ge-
netski srodnih rasplodnih bikova u programima umjetnog osjemenjivanja, primjena embrio-
transfera te uzgoj u ¢istoj krvi i uski uzgoj u srodstvu ¢ini goveda posebno osjetljivim na Sirenje
nepozeljnih svojstva (Poli 1 sur., 1996.; Nagahata i sur., 1997.; Agerholm, 2007.).

U ovom radu opisat ¢emo nasljednu bolest pod nazivom nedostatak adhezije leukocita
kod goveda (eng. bovine leukocyte adhesion deficiency, BLAD), jedan od naj¢es¢ih pore-
mecaja autosomalnog tipa nasljedivanja prisutnog u uzgojima holStajn pasmine. Bolest nasta-
je kao posljedica mutacije gena odgovornog za interakciju imunosnih stanica s patogenima u
obrani od infekcija, Sto uzrokuje izostanak nespecificnog (urodenog) imunosnog odgovora i
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naruSava zdravlje zivotinje (Nagahata, 2004.). Razvoj molekularno-genetskih metoda za rutin-
sko dijagnosticiranje nasljednih bolesti, s naglaskom na brze testove, olakSava uzgoj i selekciju
vrhunskih rasplodnih zivotinja, ¢ime je moguce u ranoj dobi identificirati nositelje nepozeljnih
svojstava i sprijeCiti njihovo Sirenje (Alyethodi i sur., 2016.). Vaznost pravovremenog prepo-
znavanja nositelja nepozeljnih gena u uzgoju smanjuje ekonomske gubitke zbog narusenog
zdravlja zivotinja, viSih veterinarskih troSkova, preranog izlu€ivanja, kao i zamjene rasplodnih
jedinki te uginuca u ranoj dobi (Gerardi, 1996.; Casas i Kehrli, 2016.; Cole i sur., 2016.).

Opis i povijest bolesti
Nedostatak adhezije leukocita (eng. leukocyte adhesion deficiency, LAD) osim kod goveda,
pojavljuje se kod ljudi i pasa (Bauer i sur., 2004.; Gu i sur., 2004.). Bolest je prvi put istrazena
1 opisana osamdesetih godina proslog stolje¢a u djece (Beatty i sur., 1983.; Giger i sur., 1987.).
Takoder, utvrdena je u pasa pasmina irski seter, irski crveno-bijeli seter i njihovih krizanaca
(Anderson i Springer, 1987.; Renshaw i sur., 1975.). Kod goveda je prvi put opisana u jedno-
godisnje junice sjevernoamericke populacije holstajn pasmine (Hagemoser i sur., 1983.), a kas-
nije 1 u krizanaca s hol$tajn pasminom (Shuster i sur., 1992a.; Ribeiro i sur., 2000.; Patel i sur.,
2007.). Osim u drzavama Sjeverne i Juzne Amerike, prosirila se u uzgojima u Europi, Aziji i
Australiji (Nagahata i sur., 1987.; Bernadina i sur., 1993.; Jorgensen i sur., 1993.; Ribeiro i sur.,
2000.). Analizom rodovnika oboljelih goveda Kehrli i sur. (1990.) ustanovili su da se u popu-
laciji hol$tajn pasmine prosirila uporabom sjemena elitnog bika Osborndale Ivanhoe za kojeg
je genotipizacijom utvrdeno da je bio prvi nositelj recesivnog alela gena ITGB2 (eng. integrin
subunit beta 2) smjeStenog na govedem kromosomu 1 (eng. bovine chromosome 1, BTA1).
Nadalje, uporabom sjemena njegovih potomaka Penstate Ivanhoe Star 1 Carlin-M Ivanhoe Bell,
a ujedno i njihovih potomaka koji su bili koriSteni u svrhu pobolj$anja mlije¢nosti brojnih pop-
ulacija krava, proSirila se u uzgojima diljem svijeta (Shuster i sur., 1992a.). Utvrdena je prev-
alencija od 15% kod bikova te 6% kod krava (Shuster i sur., 1992a.), a Gilbert i sur. (1993.)
su analizom arhiviranih parafinskih blokova tkiva teladi sa sli¢énim klini¢kim simptomima te
naknadnom genotipizacijom, potvrdili sumnju na ranije postojanje bolesti.
Mladuncad je nakon rodenja prividno zdrava, s normalnom porodnom tjelesnom masom,
a unutar prva dva mjeseca zivota pocinju se uocavati prvi klinicki simptomi (Shuster i sur.,
1992a.; Jorgensen i sur., 1993.). Kako navode Nagahata i sur. (1987.) te Kehrli 1 sur. (1990.)
bolest se ocituje ponavljajuc¢im bakterijskim infekcijama diSnog i probavnog sustava, najcesce
u teladi (oko drugog do tre¢eg mjeseca starosti) i junadi (do osmog mjeseca starosti) dok
su uzroc¢nici infekcija uvjetno patogene bakterije kao Sto su Proteus spp., Klebsiella spp.,
Enterococcus spp., Staphylococcus aureus 1 Pseudomonas aeruginosa. Nadalje, u klinickoj
slici zabiljeZeno je produljeno cijeljenje rana, povecanje broja bijelih krvnih stanica, uz nedo-
statak supurativne reakcije na mjestu infekcije, a tijekom uznapredovalog stadija bolesti nas-
taju upalne promjene na sluznici usne Supljine (granulomatozni i ulcerozni stomatitis) te upala
potpornog tkiva zuba (periodontitis), Sto moze uzrokovati ispadanje zubi (Nagahata, 2004.).
Telad najcesce ugiba do godine dana starosti uslijed komplikacija nastalih zbog ucestalih
bakterijskih infekcija, dok prezivjela telad znatno gubi na tjelesnoj masi i izlucuje se iz uzgo-
ja zbog sporog tjelesnog razvoja 1 slabog prirasta (Shuster 1 sur., 1992a.; Gilbert i sur., 1993.;
Miiller i sur., 1994.).
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Molekularna osnova bolesti

Na povrsini neutrofila, ali i ostalih leukocita, nalaze se strukturne i funkcionalne adhezijske
molekule nazvane beta 2 (32) integrini koji su sastavljeni od alfa (CD11a, CD11b i CDlIc) i
beta podjedinica (CD18) (Nagahata, 2004.). Uloga integrina kao transmembranskih receptora
je u olaksavanju prijanjanja, odnosno interakcije stanica s drugim stanicama 1 izvanstanicnim
prostorom te signaliziranju zbog ¢ega su vazni u obrambenom odgovoru (Hynes, 2002.). Ne-
dostatak adhezije leukocita kod goveda nastaje kao posljedica tockaste mutacije (eng. point
mutation) na poziciji 383 ITGB2 gena govedeg kromosoma 1. Shodno tome, dolazi do zamjene
adenina (A) guaninom (G) na poziciji 128 (D128G) u bjelancevini odgovornoj za ekspresiju in-
tegrina na povrsini neutrofila, te posljedicne zamjene asparaginske kiseline glicinom (Shuster i
sur., 1992a.). Kao posljedica mutacije ne dolazi do spajanja navedenih podjedinica $to uzrokuje
smanjenu funkciju ili potpuni nedostatak navedenih integrina na povrsini neutrofila. Stoga, izos-
taju njihovo prijanjanje na endotelne stanice i izlazak iz krvnih Zila, uz smanjenu kemotaksiju,
fagocitnu i citotoksi¢nu aktivnost (Kehrli i sur., 1990.; Cox i sur., 1997.; Schiffer i Klein, 2013.).

UCcestalost bolesti i metode dijagnostike

Visoka prevalencija bolesti zahtijevala je ucinkovitu dijagnostiku kako bi se Zivotinje nos-
itelji mogle identificirati i iskljuciti iz daljnjeg uzgoja. Medu prvim metodama koristena je
metoda protoc¢ne citometrije pomocu imunofluorescentnih protutijela te in vitro identifikacija
ekspresije CD18 molekula na neutrofilima (Kehrli i sur., 1990.). Shuster i sur. (1992a.) primije-
nili su metodu sekvenciranja molekule deoksiribonukleinske kiseline (DNK) i dokazali u¢inko-
vitost Northern analize kojom su potvrdili prisutnu mutaciju na CD18 podjedinici i izostanak
integrina odgovornih za prijanjanje na endotelne stanice. Isti autori su u daljnjem istrazivanju
(Shuster 1 sur., 1992b.) opisali cijepanje DNK molekule primjenom metode polimorfizam dul-
jine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment length polymorphism, RFLP), kojom
su uspjesno identificirali nositelje. Batt i sur. (1994.) te Tammen i sur. (1996natonek.) unapri-
jedili su postupak dijagnosticiranja navedenom metodom, koja se u daljnjim istraZivanjima
pokazala ucinkovitom (Natonek, 2000.; Meydan i sur., 2010.). Nadalje, Zhang i sur. (2012.)
opisali su primjenu metode lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (engl. real time
polymerase chain reaction, qPCR), ¢ime je identifikacija dodatno pojednostavljena omoguca-
vajuci uspjesnu genotipizaciju velikog broja uzoraka u kratkom vremenu.

Prva istraZivanja ucestalosti bolesti kod goveda pocetkom devedesetih godina proSlog
stolje¢a polucila su varijabilne rezultate (0 do 21,5%), §to se moze vidjeti iz niskog - 0,5%,
(Jorgensen i sur., 1993.), odnosno srednjeg - 5,4% 1 9,4% (Nagahata i sur., 1993sch.; Schiitz 1
sur., 2008.) 1 visokog udjela - 10% 1 13,5% jedinki nositelja (Biochard 1 sur., 1995.; Tainturier
1 sur., 1995.). Primjenom suvremenih molekularnih metoda s vremenom je smanjen udio
nositelja i oboljelih zivotinja. Tako su Natonek (2000.) i Li i sur. (2011.) utvrdili udio nositelja
u populacijama od 0,5%, Patel i sur. (2007.) 1,6%, Nasreen i sur. (2009.) 1,96% te Adamov i
sur. (2014.) od 2,2%. Ucestalost u rasponu od 3,0 do 3,5% utvrdena je u istrazivanjima Poli
1 sur. (1996.), Czarnik i sur. (2007.) te Norouzy i sur. (2005.) dok je visok udio zivotinja nosi-
telja utvrden u istrazivanjima Ribeiro i1 sur. (2000.) - 5,7%, Nagahata i sur. (1997.) - 8,1%,
Powell i sur. (1996.) - 8,2%, Schiitz i sur. (2008.) - 8,3%. U pojedinim populacijima holstajn
pasmine u Republici Ceskoj (Citek i sur., 2006.), Meksiku (Riojas-Valdes i sur. 2009.) i Iranu
(Hemati i sur., 2015.) nisu zabiljeZeni nositelji recesivnih alela na genu ITGB2.
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Mogucénosti smanjenja ucestalosti bolesti uzgojno-selekcijskim postupcima

Uzgojni program ima svrhu unaprijediti populaciju odabiranjem Zivotinja s pozeljnim
fenotipskim, ali i genotipskim svojstvima koja ¢e potom prenijeti na potomke. Prema tipu
nasljedivanja nedostatak adhezije leukocita pripada skupini autosomalno recesivnih nasljed-
nih bolesti (Nagahata, 2004.). Tako je oc¢itovanje vidljivo kod zivotinja koje u genotipu imaju
prisutna oba recesivna alela (genotip GG). Najveci rizik u uzgoju predstavljaju heterozigotne
zivotinje genotipa AG koje su nositelji letalnog recesivnog alela, a kod kojih se bolest klinicki
ne ocituje, dok se zdravom smatra zivotinja s AA genotipom (Tammen i sur., 1996.; Thomsen
1 sur., 2006.).

Identifikacija zivotinja nositelja dio je uzgojnih programa u drzavama s najveéim popu-
lacijama holStajn pasmine, kao §to su Sjedinjene Americke Drzave, Japan, Danska, Francuska,
Poljska, Njemacka, Brazil, Turska i Indija (Powell i sur., 1996.; Ribeiro i sur., 2000.; Norouzy
1 sur., 2005.; Akytiz i Ertugrul, 2006.; Czarnik 1 sur., 2007.; Patel 1 sur., 2007.; Schiitz 1 sur.,
2008.). Postupcima genotipizacije omoguceno je pronalaZenje heterozigotnih (AG) i recesivno
homozigotnih (GG) jedinki, ¢ime se dobiva uvid u genetsku strukturu te omogucuje izlucenje
nositelja recesivnih alela iz populacija holStajn pasmine i njihovih krizanaca (Jorgensen 1 sur.,
1993.; Zhang i sur., 2012.).

Uzgojna strategija zasniva se na izlu¢enju bikova nositelja iz uzgoja i parenju onih Zivotinja
kod kojih se ne o¢ekuje homozigotno recesivno potomstvo (Kehrli i sur., 1992.; Schiitz 1 sur.,
2008.; Sun i sur., 2011.). Nuzno je redovito testirati mlade bikove i junice koje se namjerava
koristiti u rasplodu i prodavati na izlozbama, izlu¢ivati ih iz uzgoja ukoliko se dokaze da su het-
erozigoti, zatim umjetno osjemenjivati zdrave krave te testirati potomke prije upisa u rodovnik
(Czarnik 1 sur., 2007.; Schiitz i sur., 2008.).

Nepozeljni recesivni alel nije u potpunosti eliminiran iz populacije, no u veéini zemalja
znatno je smanjena vjerojatnost parenja dva nositelja, a time i ucestalost recesivnog alela (Lush,
1945.; Nagahata, 2004.; Agerholm, 2007.). Naime, nije preporuceno izluciti sve jedinke nos-
itelje nasljednih poremecaja iz uzgoja jer bi u suprotnom to dovelo do gubitka genetske vari-
jabilnosti, ali i do izlu€ivanja pozeljnih alela i gena Cija je ekspresija odgovorna za proizvodna
1 reprodukcijska svojstva (Berry i sur., 2014.). Powell i sur. (1996.) utvrdili su neznatno niZe
koli¢ine bjelancevina u mlijeku kéeri bikova nositelja negoli kod zdravih krava, dok Cole 1 sur.
(2016.) nisu utvrdili znacajnu povezanost izmedu lokusa na kojima se nalaze recesivni aleli za
nedostatak adhezije leukocita i lokusa povezanih s proizvodnim svojstvima, kao §to su prinos
mlijeka, vrijednosti mlije¢ne masti i bjelanevina u mlijeku te lokusa za plodnost 1 dugov-
jecnost kao 1 stopu plodnosti kod junica i krava.

Prednost genomske selekcije u govedarstvu ocituje se u analizi genoma mladih Zivotinja
kojom se na temelju fenotipskih obiljezja, podrijetla i genskih markera procjenjuje uzgojna
vrijednost za vazna proizvodna svojstva, otkriva prisutnost nasljednih poremecaja i poveca-
va pouzdanost vrjednovanja bikovskih oceva i majki te time smanjuje generacijski interval
(Ivankovi¢ 1 Miji¢, 2020.). Ucestalost bolesti moze se smanjiti na temelju informacija dobive-
nih od uzgajivackih organizacija, centara za umjetno osjemenjivanje i istrazivackih institucija
o genetskoj osnovi zivotinja te se tako uzgajiva¢ima olakSati donoSenje uzgojnih odluka.
Takvim pristupom uzgajivac¢i mogu ograni¢eno Koristiti rasplodne bikove nositelje recesivnih
alela, a istovremeno uzgajati zdrave bikove superiornih svojstava te ih postupno ukljucivati
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u uzgoj (Agerholm, 2007.). Segelke i sur. (2016.) navode da bi se ucestalost recesivnih alela
mogla nadzirati uvodenjem indeksa koji oznacava stupanj tezine nasljednog poremecaja te na
temelju toga donositi odluke o odabiru rasplodnih zivotinja s visokim uzgojnim vrijednostima.
Nasljedne poremecaje koji se pojavljuju samo kod odredenih pasmina vazno je istraziti i zbog
uvodenja genetskog materijala tih pasmina kod neke druge pasmine, ¢ime se sprjecava unos
gena s letalnim recesivnim alelima (Healy, 1996.).

Zbog nedovoljnog broja goveda holStajn pasmine za osnivanje referentne populacije u Re-
publici Hrvatskoj, genomska selekcija provodi se na Zenskim jedinkama u sustavu njemackog
genomskog vrednovanja. Genotipizacija odabranih Zivotinja provodi se od ozujka 2016. go-
dine i do sad niti jedna krava nije zadovoljila propisane kriterije — vrijednosti selekcijskog
indeksa veée od 150 i bez nasljednih poremeéaja (Spehar i sur., 2019.). U postupku geno-
tipizacije provodi se i testiranje na nedostatak adhezije leukocita kod goveda, a prema izv-
jeséu Hrvatske agencije za poljoprivredu i hranu, od ukupno 169 testiranih jedinki utvrdena
je jedna nositeljica nasljednog poremecaja nedostatka adhezije leukocita (https://hapih.hr/cs/
aplikacije/vrednovanje/web/cattle/_int/deh/2103/hol _dehO c.html).

Suvremeni pristup lijeCenju i Zivotinjski model u istraZivanju bolesti

Komparativna istrazivanja kod ljudi, pasa i goveda moguca su zbog strukturne i funkcio-
nalne podudarnosti u slijedu na bjelancevini u kojoj je prisutna mutacija (Shuster i sur.,
1992b.). Ljudi i zZivotinje oboljeli od nedostatka adhezije leukocita lijeCe se simptomatskom
terapijom, odnosno antibioticima za uzro¢nike bakterijskih infekcija te infuzijom donatorskih
leukocita, a ishod lijecenja ovisi o klinickoj slici 1 jacini simptoma (Bauer 1 sur., 2004.; 2009.;
van der Vijver i sur., 2013.). Dugotrajna primjena navedenih lijekova umanjuje klinicke
simptome, no ima prolazan uc¢inak i nije u mogucnosti sprijeciti ponavljajuce infekcije te
bolest nerijetko ima letalan ishod (Nagahata i1 sur.,, 1998.). U svrhu dugoro¢nog lijeCenja
oboljelih ljudi i1 zivotinja intenzivno se istrazuje 1 primjenjuje alogena transplantacija krvo-
tvornih mati¢nih stanica u kombinaciji s antibiotskom terapijom i imunosupresivnim lijeko-
vima, a kao glavni nedostatak ovakvog pristupa lijeCenju smatra se pronalazak podudarnog
donora (Thomas i sur., 1995.; Horikoshi i sur., 2018.). Nakon eksperimentalnog lijecenja
junice oboljele od nedostatka adhezije leukocita transplantacijom krvotvornih mati¢nih stanica
zdrave krave holStajn pasmine Nagahata i sur. (1998.) te Bauer i sur. (2005.) zabiljezili su po-
boljsanje kliniCke slike i op¢eg stanja organizma, dok su Creevy i sur. (2003.) te Hunter i sur.
(2011.) zabiljezili sli¢no poboljsanje kod pasa. Zbog veceg broja znanstvenih studija i sazna-
nja o histokompatibilnosti donorskih tkiva i1 stanica imunosnog sustava domacina, model psa
smatra se prikladnijim za translacijska istrazivanja, dok je primjena genske terapije iz modi-
ficiranih donatorskih stanica jedan od modela korisnih za razvoj i strategiju uspjesnog lijece-
nja monogenskih nasljednih bolesti kod ljudi (Bauer i sur., 2011.; 2013.; Switonski, 2020.).
Kod miseva se bolest nedostatka adhezije leukocita ne pojavljuje spontano (Gu i sur.,
2004.), no zbog homologne rekombinacije modificiranja ciljanog gena, koriste se kao modeli
u istrazivanjima patofizioloSkih mehanizama nedostatka adhezije leukocita u ljudi, goveda
1 pasa te eksperimentalnim istrazivanjima transplantacije stanica kostane srzi i genske terapije
(Wilson i sur., 1993.; Leon-Rico i sur., 2016.).
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Zakljucak

Nedostatak adhezije leukocita kod goveda nasljedni je poremecaj prisutan u populacijama
holstajn goveda i njihovih krizanaca, a identifikacijom i izlu¢enjem nositelja recesivnog alela
iz uzgoja te planskim parenjem ucestalost bolesti znatno se smanjila. Varijabilnost dosadasnjih
rezultata ucestalosti bolesti ponajprije proizlazi iz razlika u veli€ini istrazivanih populacija,
odnosno farmi i uzgoja. U svrhu iskorjenjivanja bolesti vaznu ulogu ima testiranje rasplodnih
bikova te junica i krava na nasljedne poremecaje kako bi se izbjeglo Sirenje nezeljenih gena u
populaciji. Iako je ucestalost bolesti kod goveda znatno smanjena, manji udio nositelja prisutan
je u populaciji te se moze pojaviti sporadi¢no. Primjena genomske selekcije u govedarstvu u
sklopu uzgojnih programa omogucava identificiranje jedinki nositelja nasljednih poremecaja,
odrzavanje ucestalosti bolesti niskom te razmjenu informacija izmedu uzgajivackih organizacija
na medunarodnoj razini. Time se osigurava sigurno koristenje genetskog materijala rasplodnih
zivotinja, sprjecavanje sporadi¢nih slucajeva oboljenja 1 napredak u uzgojnom radu. Osim na
govedima, istrazivanja provedena na psima te miSevima, kao zivotinjskim modelima, predstav-
ljaju podlogu za eksperimentalna lijeenja i razvoj dugorocnih terapija u lijeCenju nedostatka
adhezije leukocita kod ljudi 1 zivotinja.
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LEUKOCYTE ADHESION DEFICIENCY —
AN INHERITED DISORDER IN CATTLE

Summary

In domestic animals, inherited disorders may be species-specific or breed-specific. Leukocyte adhesion
deficiency in cattle is an inherited disease that occurs in Holstein breed and its crossbreeds, and affects
health, causes the death of calves, results in reduced productivity of breeding animals, and significant
economic losses in production. The disease occurs as a result of a mutation in the gene responsible for
the expression of receptors on the surface of white blood cells resulting in reduced activity or a complete
lack of proteins involved in the inflammatory response. The incidence of the disease in the population
ranged to 21.5%. The application of modern molecular genetic methods is extremely important in the
identification of carriers and has contributed to the reduction of the number of animals carrying the
recessive allele. Strategies for maintaining a low number of diseased animals as well as carriers of the
recessive allele include regular genotyping of breeding bulls and cows before introduction into breeding
as part of breeding programs and genomic evaluation of animals.
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