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Variabilita genu SOD1 a jeji vztah k degenerativni myelopatii u plemene bernsky

salaSnicky pes
Suhrn

Teoreticka Cast’ tejto diplomovej prace podava informacie o vlastnostiach bernského
salaSnickeho psa, histérii a najCastejSie sa vyskytujicich dediénych ochoreniach tohto
plemena. Hlavna Cast’ literdrneho prehl'adu je zamerand na informéacie o SOD 1 géne, jeho
lokalizacii, Struktare, funkcii a polymorfizmech u ktorych je predpokladand asociacia s
ochorenim degenerativna myelopatia. TieZ je popisané toto ochorenie z hladiska klinickych
priznakov, diagnostiky, lieCby a podobnosti s amyotrofickou laterdlnou skler6zou u Cloveka.
Dalej st uvedené popisy laboratornych metdd, ktoré boli pouzité pre vyskumni ast', ako je
PCR, PCR-RFLP, separaCna elektroforéza a Sangerova sekvenacia.

Druha Cast’ prace rozobera postupny vyvoj metodiky pouzitej pre vedecky experiment.
Podrobne popisuje postup izolacie a nasledného spracovania DNA metdédou PCR-RFLP a
Sangerovou sekvenéciou. Uvadza vyber primerov a vhodnych restrikénych enzymov na
detekciu kauzalnych mutécii SOD1:¢c.118G>A a SOD1:c.52A>T veducich k degenerativnej
myelopatii. TieZ su tu uvedené informécie o procese sekvenécie okolia exénu 1 génu SOD1 a
navrhnutia nového metodického postupu detekcie mutécie SOD1:c.52A>T pomocou

kapilarnej elektroforézy na zaklade zistenia pritomnosti inzertu.

Poslednd cast' tejto diplomovej prace zobrazuje ziskané vysledky a ich Statistické
vyhodnotenie. Celkovo bolo do Studie zahrnutych 303 bernskych salasnickych psov, z ¢oho
42,57 % bolo heterozygotnych a 5,94 % bolo homozygotnych v mutécii SOD1:c.118G>A. Z
rovnakej skupiny jedincov bolo 75 heterozyg6tov v mutécii SOD1:c.52A>T a 5 boli v tejto
mutacii homozygotni. Jedinci boli rozdeleni do kategérii podla pohlavia, veku a pévodu,
nasledne boli jednotlivé kategérie medzi sebou porovnané. Pomocou X testu bolo zistené, Ze
neexistuju na hladine vyznamnosti L=0,05 Statisticky vyznamné rozdiely medzi frekvenciami
vyskytu jednotlivych genotypov a alel medzi jednotlivymi skupinami. V tejto Casti je tiez
popisana ziskana sekvencia okolia exonu 1 SOD1 génu, ktora doposial’ nebola uvedena v
Ziadnej dostupnej genomovej databaze.

Vysledky diplomovej préce poskytli informacie o polymorfizmoch génu SOD1 asociovanych
degenerativnou myelopatiou a na zaklade naslednych populaénych analyz i zhodnotenie

vyskytu jednotlivych mutovanych alel v populacii bernského salaSnickeho psa. Data mézu



byt vyuzité pri zostavovani vhodnych chovnych parov, a tym dopoméct’ k zniZeniu vyskytu

degenerativnej myelopatie v chove.

KTI'ucové slova: pes domaci, Canis lupus f. familiaris, bernsky salaSnicky pes, degenerativna
myelopatia, SOD1:¢c.118G>A, SOD1:c.52A>T, sekvenécia



Variability of SOD1 gene and its relation to degenerative myelopathy in breed Bernese
Mountain Dog

Summary

The theoretical part of the diploma thesis reports characteristics, history and health status of
the breed Bernese Mountain Dog. The main part of literature review focuses on information
about localization, structure and function of SOD1 gene and polymorphisms associated with
degenerative myelopathy. This disease is described in terms of clinical signs, diagnose,
treatment and similarities with amyotrophic lateral sclerosis. The following are descriptions of
laboratory methods used in the research part of the thesis, such as PCR, PCR-RFLP, gel

electrophoresis and Sanger's sequencing method.

Second part of this thesis analyzes the gradual development of the methodology used for
scientific experiment. Procedure of isolation and afterwards treatment of DNA by PCR-RFLP
and Sanger's sequencing method is described in details. Given is the process of designing
primers and restriction enzymes for detection of causal mutation SOD1:c.118G>A and
SOD1:c.52A>T leading to degenerative myelopathy. The research section also contains
information about sequencing an area of exon 1 SOD1 gene. The new method to detect
mutation SOD1:¢c.52A>T according to location of insert by using capillary electrophoresis

was suggested.

Last part deals with gained results and statistic evaluation. Samples of DNA were collected
and tested from 303 Bernese Mountain Dogs. Tests for mutation SOD1:¢c.118G>A shows, that
42,57 % of these dogs were heterozygous and 5,94 % dogs were recessive homozygous. 75
dogs tested for mutation SOD1:c.52A>T were heterozygous and 5 dogs were recessive
homozygous in this mutation. Individuals were divided into several groups (gender, origin,
age), which were than compared with each other. The statistical survey (x* test, 0=0,05)
involving comparing the frequency of genotypes and alleles in established groups didn't show
any statistically important differences. In this part, there are also described results of
sequencing area surrounding exon 1 of SOD1 gene, which wasn't published in any
international genome database yet.

This thesis presents information about SOD1 polymorphism associated with degenerative
myelopathy and the evaluation of recessive alleles incidence in population of Bernese



Mountain Dog. Presented data can be used for forming of breeding couples and thus

decreasing the frequency of degenerative myelopathy.

Keywords: dog, Canis lupus f. familiaris, Bernese Mountine Dog, degenerative myelopathy,
SOD1:c.118G>A, SOD1:c.52A>T, sequencing
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1 Uvod

Plemeno bernsky salasnicky pes bolo oficialne uznané na zaCiatku 20. storoCia a v su€asnosti

sa radi do 2. FCI skupiny, medzi SvajCiarske salanicke psy.

Pbvodne tieto psy strazili farmy a majetok a vdaka svojej mohutnej kostre a miernemu
temperamentu sa vyuZivali na tahanie vozikov. V siCasnosti je bernsky salaSnicky pes
prevazne domécim milaCikom, ale stretneme sa s nim i pri zachranarskych pracach Ci v

Sportovej kynoldgii.

Podobne ako u inych plemien, i v chove bernského salaSnickeho psa je mozné pozorovat
vyskyt geneticky podmienenych ochoreni. Jednym z tychto ochoreni je degenerativna

myelopatia.

Degenertivna myelopatia je progresivne neurodegenerativne ochorenie postihujice miechu.
Dochadza k demyelizacii a strate axénov najméd v oblasti hrudnej miechy, ¢o spdsobi
naruSenie nervovych dréah ovladajucich predné i zadné koncCatiny, dychacie svaly a organy
dutiny brusnej. Povodne sa predpokladalo, Ze toto ochorenie je typické pre nemeckého
ovCiaka, no Casom bolo diagnostikované u Sirokej Skaly plemien, vratene bernského
saladnickeho psa.

Presny spustaci mechanizmus degenerativnej myelopatie nie je znamy, ale Studie
uskuto€nené u viac ako 100 plemien psov poukézali na priamu spojitost’ vyskytu ochorenia s
mutaciou SOD1 génu. Je znama mutacia 118. bazy génu SOD1, kde dochadza k zadmene
dusikatej bazy guaninu za adenin, ¢o sp6sobi tvorbu aminokyseliny lysinu miesto kyseliny
glutdmovej. U bernského salaSnickeho psa bola identifikovana bodova mutacia 52.
nukleotidovej bazy tohto génu spbsobujica zadmenu adeninu za tymin a tym tvorbu

aminokyseliny threonin miesto serinu.

V tejto diplomovej praci vyhodnocujem mutécie vyskytujice sa v SOD1 géne u vybranej
skupiny SvajCiarskych salasnickych psov, prevazne u bernskeho salaSnickeho psa. Sucastou
prace je tiez podrobny popis metddy experimentu od odobrania vzoriek buniek z bukalnych
sliznic psa, analyzu DNA aZ po detekciu SOD1 génu metdédou PCR-RFLP a sekvenanou
analyzou. Snahou tejto prace je poukdzat' na genetické podmienenie degenerativnej
myelopatie, a tym pomdct’ chovatelom bernskych salaSnickych psov zniZit" vyskyt tohto
ochorenia v chove v Ceskej republike a na Slovensku.
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2 Ciele prace
2.1 Vedecke hypotézy

Na zaCiatku rieSenia diplomovej prace boli stanovené vedecké hypotézy, ktoré vychadzaju
z aktudlneho stavu poznania o kandidatnom géne SOD1, ktorého mutécie mézu byt pricinou
ochorenia degenerativna myelopatia. Vedecké hypotézy je mozné zhrnat' do nasledujicich
bodov:

e Bernsky salasnicky pes je vhodnym plemenom pre Studium kauzalnej mutécie SOD1

génu.

e Faktorom pre prejav degenerativnej myelopatie je bodova mutécia v SOD1 géne. U

vacsiny psich plemien ide o mutaciu SOD1:¢c.118G>A v exone 2.

e Na zaklade publikovanych vysledkov je pre plemeno bernsky salasnicky pes

charakteristicka dalSia mutacia SOD1:c.52A>T vyskytujica sa v 1. exone génu.

e Tieto bodové mutécie vedu k zmene aminokyselinového zloZenia polypeptidoveho
retazca, o vyusti do vzniku alebo zaniku miesta restriktného Stepenia.

e ExO6n 1 SOD1 génu je lokalizovany v zatial neznamom useku (N) sekvencie
(Ensembl) pred exénom 2 a je charakterizovany vysokym podielom GC parov baz. Je
mozné predpokladat, Ze existuju termostabilné DNA polymerdzy, ktoré umoZznia
amplifikéciu tychto oblasti.
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2.2 Ciele prace

Konkrétne ciele diplomovej prace su zamerané na potvrdenie alebo vyvratenie vedeckych

hypotéz uvedenych v predchadzajucej kapitole. Tieto ciele je moZné charakterizovat

nasledujdcimi bodmi:

Vypracovanie literarneho prehl'adu o degenerativnej myelopatii u psa a jej genetickom

podmieneni.

Ziskanie vzoriek DNA od bernskych salaSnickych psov v spolupraci s klubom
SvajCiarskych salasnickych psov v CR a slovenskym klubom $vaj€iarskych

salaSnickych psov.

Overenie vyskytu mutacie SOD1:¢c.118G>A u ziskanych vzoriek.
Navrhnutie metodického postupu detekcie mutacie SOD1:c.52A>T.
Sekvenécia zatial’ neznamych oblasti SOD1 genu.

Populacna geneticka analyzy oboch mutécii u bernského salasnickeho psa.

Oznéamenie vysledkov prace majitefom testovanych zvierat a pomoc chovatelfom pri
vybere vhodnych chovnych parov, a tym minimalizacia Sirenia degenerativnej

myelopatie v populécii bernského salagnickeho psa v CR a na Slovensku.

13



3 Literarna reSerse

3.1 Bernsky salanicky pes

3.1.1 Histéria plemena

Bernsky salaSnicky pes patri medzi vel'mi staré plemena. Kostené nalezy psich lebiek silne
pripominajucich bernského salaSnickeho psa najdené v Nemecku a v oblasti Bernu v
Svajciarsku st datované do obdobia 800 - 400 p.n.l. (Clark, 2014). Predpoklada sa, Ze bernsky
salasnicky pes sa vyvinul z rimskeho molosa (Riggsbee, 2007).

Za priameho predchodcu bernského salasnickeho psa sa povazuje Durbachlersky pes, ktory sa
vyskytoval v oblasti dnesného Svajéiarska uz na konci 19. storogia. Tieto psy strazili farmy a
majetok, no zéaroven boli vernymi spolo¢nikmi Cloveka. Vdaka svojej mohutnej kostre a

miernemu temperamentu sa vyuZivali i na tahanie vozikov (Hample et al., 2007).

Plemeno durbachlersky pes bolo oficidlne uznané v roku 1904 SvajCiarskou kynologickou
spolo¢nost'ou a Styri psy zodpovedajuceho vzhladu boli zapisané do Svajciarskej plemennej
knihy. Na vyvoji plemena sa vel’kou mierou podielal prof. Albert Heim. VVdaka jeho Usiliu sa
durbachlersky pes stal popularnym a uznadvanym plemenom. Pomohol tiez zalozit" Durbach
klub a napisat’ prvy oficialny Standard plemena (Riggsbee, 2007). Prvy Standard vydany
15.11.1907 bol vyrazne odlisny od toho suCasného a povoloval vacSie rozpatie farieb a
velkosti (Bartschi, 2006).

Vystavy psov usporiadanej v roku 1910 sa zucastnilo 107 psov, z Coho priblizne 3/4
zodpovedali stanovenému Standardu durbachlerského psa (Hample et al., 2007). Plemeno
bolo oficidlne premenované na bernského salasnickeho psa v roku 1912 a nésledne zaradené
medzi ostatné SvajCiarske salaSnicke psy. Nazov bol odvodeny od regionu Bernesse
Mittelland v blizkosti Bernu, odkial’ pochadzala vacSina tychto psov (Smith, 1995).

V roku 1948 bola fena bernského salasnickeho psa krizend so psom plemena novofunland.
Steriata z tohto spojenia mali 3irsi, hibsi hrudnik, no i dlha iernu srst. Toto kriZenie bolo
oznaCené za neStastni nahodu, ale Stenatd boli i tak vyuZité v chove. V tretej generécii sa
opat’ vyskytovalo poZadované sfarbenie. V stucasnej dobe je mozné pdvod takmer kazdého
bernského salaSnickeho psa odvodit’ az k tomuto chovnému péru (Riggsbee, 2007).

14



V stcasnosti sa Uloha bernskeho salaSnickeho psa zmenila. Je to prevazne doméci milacik, no

Casté je i jeho vyuZitie pri zachranarskych pracach €i v Sportovej kynologii.

V Ceskej republike zastreduje chov bernského saladnickeho psa Klub Svicarskych
salaSnickych psu a na Slovensku sa o chov stard Slovensky klub SvajCiarskych salaSnickych
pSov.

3.1.2 Charakteristika plemena

Bernsky salasnicky pes je spolu s velkym Svajciarskym salaSnickym psom, appenzelskym
salaSnickym psom a entlebuchskym salaSnickym psom zaradeny medzi SvajCiarske salasnicke
psy. Oficialne bolo toto plemeno uznané 26.7.1954 a zaradené do 2. skupiny - pinCe, bradace,

molosoidné plemena a SvajCiarske salaSnicke psy, sekcia 3 - SvajCiarske salasSnicke psy.

Podl'a najnovsej verzie platného Standardu plemena vydanej 5.5.2003 je bernsky salasnicky
pes charakterizovany ako dlhosrsty, trojfarebny, viac nez stredne velky, silny a pohyblivy
Uzitkovy pes s mohutnymi koncatinami, harmonicky a vyvazeny.

Bernsky saladnicky pes dosahuje v kohutiku vysku 64 - 70 cm, u feny 58 - 66 cm. ldeéalna
vaha nie je stanovenda a déraz je kladeny najma na celkovy dojem.

Je to harmonicky pes so Sirokym a hlbokym hrudnikom, silnou, no nie taZzkopadnou hlavou a
dlhym, volne zvesenym chvostom. Krk je silny, svalnaty a stredne dlhy. Hrudnikové
koncatiny i panvoveé konCatiny su rovné, postavené skor Siroko. OCi s tmavohnede,

mandlovitého tvaru. Srst’ je dlha, leskla, hladka alebo mierne vinita.

Najvacsi déraz je kladeny na sfarbenie. Typické sfarbenie bernského salaSnickeho psa ma
Cierny zéklad so sytym hnedocervenym palenim na licach, nad o¢ami, na vSetkych Styroch
koncatinach a na hrudniku. Biela farba sa vyskytuje na krku a prechadza celym hrudnikom.
Na hlave sa nachddza symetricka biela kresba, ktora sa na nose rozSiruje na papulu.
Charakteristické su i na bielo sfarbené labky a Spi¢ka chvosta.

Bernsky salasnicky pes ma vo vSetkych typoch pohybu priestornd, rovnomernu chodzu.

UZ vyuZitie v minulosti napovedd, Ze bernsky salasnicky pes Zil po boku svojich majitelov,
sprevadzal svoju rodinu a vytrvale plnil svoje pracovné Glohy. Toto sa vyrazne odzrkadlilo na
jeho stcasnej povahe. Je to spolocensky pes, ktory bezhrani¢ne miluje svoju rodinu. Je velmi
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inteligentny, vnimavy a ucenlivy. Je to kontaktny a priatel'sky pes, no z&roven sa u neho
prejavuje obranarsky instinkt (Harper, 2004). Preto je dolezity désledny, no laskyplny vycvik.
V pripade, Ze bernsky saladnicky pes vyrastd v nevhodnom prostredi, mbZe sa z neho stat’
neisty, ustraSeny aZ agresivny pes. Toto plemeno nevyZaduje Ziadnu velka aktivitu, no dlhSie
pravidelné prechadzky su nutnostou.

3.1.3 Zdravotny stav plemena

Priemerny vek Zivota u bernského salaSnickeho psa je 8 rokov. Pes rastie a vyvija sa
priblizne do druhého roku Zivota. V tomto obdobi je délezité klast’ déraz na spravnu vyZivu a
dostatok pohybu. Prekrmovanie psa Casto vedie k nadvahe, o mbZe spdsobit” zapalové
ochorenia kosti alebo rastové bolesti. Nedostatok krmiva, €i jeho nizky obsah Zivin méZze
viest’ k porucham vyvoja a kostenym deforméaciam.

U bernského saladnickeho psa sa vyskytuju zdravotné problémy typické pre vsetky velke
plemena, ako je napr. torza (otoGenie) Zalidku &i choroby pohybového aparatu. Statistiky
hovoria, Ze priblizne 3 % psov maju aspon jeden krat za Zivot torzu Zaltdka, u priblizne 42 %

z toho je potrebnd operécia a priblizne 11 % postihnutych psov umiera (Clark, 2014).

Medzi najéastejsie poruchy pohybového aparatu patri dysplazia bedrového a laktového kibu.
Pri dysplézii bedrového kibu dochadza k chorobnej zmene kosti, z ktorych pozostava bedrovy
kib. Kibne plochy st v désledku zapalovych procesov pozmenené (napr. splostené), potom
nezapadaju tesne do seba a kib nie je stabilny. Tato deformécia spravidla vedie k bolestivému
obmedzeniu pohyblivosti kibu. Pogas Zivota psa takmer vzdy dochadza aj ku vzniku artrézy.
Dysplazia bedrovych kibov sa neda vyliegit. Podla vaZnosti stavu sa terapia pohybuje od
medikamentdznej lieCby aZz k operativnym postupom (okrem inych aj nasadeniu umelého
kibu) (Gdinter et al., et al., 2001). V snahe o zniZenie vyskytu je mozné do chovu zaradit’ iba
jedincov ktori boli po vyhodnoteni rtg. snimky ohodnoteni stupfiom A, B alebo C (D a E sa
nepripl$ta). Dysplazia laktového kibu popisuje komplex ochoreni (osteochondréz) laktového
kibu. Dochédza k zmenam $truktiry chrupavky a kostnej hmoty kibov v désledku vyvinovych
poruch a z toho vyplyvajuceho nadmerného pretazenia niektorych Casti. V mnohych
pripadoch dochadza k oddeleniu kaskov chrupiek a kosti, ktoré sa potom volne vznasaju v
kibovom maze. Vysledkom je vznik pravidelného a bolestivého podrazdenia, ktoré spdsobuje
krivanie psa. Casto je nutné chirurgicky odstranit’ uvolnené kusky kosti (Glinter et al., 2001).
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Ked?Ze toto ochorenie ma geneticky podmieneny zéklad, v oficialnom chove je mozné vyuZzit

iba psy s hodnotenim 0 a 1.

Von Willenbrandova choroba je dalSou z rady ochoreni postihujucich toto plemeno. Ide o
zniZenie Von Willenbrandova faktoru v krvi. Tento glykoprotein je v kombindcii so zréZzacim
faktorom VIII zodpovedny za pril'navost krvnych dostiCiek. Prejavom je neustavajice
krvacanie po zraneni alebo operacii. Je zndmy autosomalne recesivny geneticky zaklad tohto
ochorenia (Clark, 2014).

Tak ako i u inych plemien, i u bernského salaSnickeho psa je moZzné sa stretndt’ s ochoreniami
oka - ektropiom a entropiom. lde o vyhnutie spodného okraja do vnutra alebo von z oka.
Dochadza k drazdeniu oka a prieniku choroboplodnych zarodkov, ¢o spdsobuje zépal
spojivky a rohovky (Crispin, 2009).

Studie preukazali u tohto plemena vysokU predispoziciu na ochorenie obli¢iek. Vysoky podiel
medzi chorobami obliCiek ma glomerulonefritida, pri ktorej dochadza k stratam bielkovin a v
kone¢nom dbésledku k chronickému zlyhavaniu obliCiek (Glnter et al., 2001). Tiez sa
vyskytuje Familiarna nefropatia a renalna dysplazia. Renalna dysplazia spésobuje abnormalny
vyvoj oblickového tkaniva, ktory vyudstuje do chronického zlyhania obliciek.

V poslednych rokoch sa Coraz CastejSie stretdvame i s vyskytom rdznych typov rakoviny
(Case., 2013). NajcastejSie sa u bernského salaSnickeho psa vyskytuje rakovina imunitného
systému - hystiocystdza (Ackerman, 2001) a miazgovej sustavy - lymforsarkém (Glinter et
al., 2001), no vynimkou nie je ani rakovina jednotlivych vnatornych organov, koZe Ci kosti.

U bernského salaSnickeho psa sa tiez uvadza predispozicia na dilatacni kardiomyelopatiu
(Clark, 2014).

Medzi chovatemi tohto plemena sa do popredia dostava problematika degenerativnej
myelopatie, ktora bude v tejto praci podrobne rozobrana.
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3.2 Genomové databazy

NajvyuZivanejSimi databdzami v genetike su databdzy genovych sekvencii a proteinove
databazy. Databazy genomovych sekvencii je mozné rozdelit’ na dva zakladné typy - primarne
databazy obsahujuce vysledky experimentov bez pridanych informacii a sekundarne databazy
spajajuce poznatky z primarnych databdz s ostatnymi Gdajmi ako su napr. informacie o
nukleotidovych sekvencidch pribuznych druhov zvierat, €i r6zne génové varianty (Baker and
Brass, 1998). Zahffaju tiez informécie tykajluce sa Struktury génov, lokalizacie na
chromozémoch, klonovania, cytogenetiky, zvieracich modelov a savisiacej bibliografie
(Biancoa et al.,, 2013). Mnohé genomové databazy poskytuju obsiahle informéacie o
genetickych ochoreniach a génoch, ktoré ich podmienuju (Baker and Brass, 1998), ¢im
pomahaju identifikovat’ vztahy medzi Specifickymi biologickymi problémami. V sucasnosti
je online dostupnych niekol'ko genomovych databdz umozZzfiujucich ziskanie dat zo sekvenacie
Ci interaktivne analyzy za pomoci vyuZzitia softvérovych néastrojov, ako je napr. BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) (Maloyand Hughes, 2013).

Jedna z najrozsiahlejSich genomovych databdz bola vytvorena Narodnym centrom pre
biotechnologické informacie (NCBI) v roku 1988. Ide komplexny systém ziskavajici data od
externych vedcov, medzinarodnych vedeckych konzorcii a na zaklade vlastného vyskumu.
Sucastou NCBI je OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), katalég l'udskych génov a
genetickych ochoreni, obsahujuci informacie ohl'adom dét, fenotypov a referencii na vietky
zname dedicné choroby Cloveka. Databdza OMIM poskytuje poznatky priblizne o 4613
ochoreniach, 367 génoch s asociaciou k fenotypu a 0 1317 génoch (vratene 183 microRNA)
so znamou sekvenciou (Biancoa et al., 2013).

Vyznamnou genomovou databadzou je Ensembl (EMBL - European Molecular Biology
Laboratory), ktord bola zaloZena na podnet Eurdpskeho bioinformatického institutu (EBI) a
Welcome Trust Sanger Institute (WTSI) v roku 1999. Principom Ensembl je tzv. otvorena
filozofia. V3etky data a programy su dostupné v plnej forme bezplatne pre akademickych aj
komerénych vedcov. Hlavnou ulohou tejto webovej databazy je poskytnat’ data genomovych
sekvencii jednotlivych organizmov (Birney et al., 2006) . Neustale doch&dza k aktualiz&cii
informécii o genome Cloveka, mysi, danie, rastlin, bezstavovcov, baktérii a ostatnych

eukaryotickych a prokariotickych organizmov (Kersey et al., 2010).
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4 Superoxid dismutazy

ROS su atomy alebo molekuly s obsahom volného elektrénu, ktoré vznikaju ako Standardny
vedlajSi produkt bunecného metabolizmu (Halliwell and Gutteridge, 1990). Po spojeni
volnych kyslikovych radikdlov s inymi molekulami vznikaji peroxylové (ROO) a
hydroxylové (HO") radikaly a mdzu byt pri¢inou fragmentacie DNA (Wiseman and Halliwell
1996) ¢i lipidovych Struktur, sposobit’ oxidativne zmeny proteinov vyustujlice do chemickej
fragmentacie alebo zniZenie odolnosti voCi proteazam (Davies, 1987). Koncentracia ROS v
bunke je udrZiavana pomocou antioxidacnych enzymov, medzi ktoré patri i SOD, gluthation
peroxid a katalaza (Afonso et al.,, 2007).

V bunke st zname tri zkladné izoformy superoxidu dismutazy:

1. Superoxid dismutaza s pritomnostou hor¢ika v molekule (MnSOD), vyskytujica sa
najma v mitochondriach bunky (Gottipati et al., 2008), hra kI'a¢ovu Glohu pri regulacii

volnych kyslikovych radikalov vznikajucich pri dychani bunky (Sarsour,2006).

2. Superoxid dismutédza s pritomnostou medi alebo zinku v molekule (Cu/ZnSOD).
Cu/ZnSOD sa vyskytuje v cytoplazme a v jadre. Jej hlavnou Glohou je premena ROS
na hydrogén peroxid a molekularny kyslik (Zhang et al.,, 2002).

3. Extracelularna superoxid dismutaza (ecSOD). ECSOD je jediny mimobune¢ny enzym
so schopnostou odburavat’ kyslikové radikaly (Sheng et al.,, 2014).

4.1 Superoxid dismutaza 1

Enzymy patriace medzi SOD boli po prvykrat izolované z bunky v roku 1938 Mannom a
Keilinom. Ich funkcia v organizme bola v3ak popisand az o 31 rokov neskdér McCordom a
Fridovichom (1969). Superoxid dismutéza 1 je homodimér s obsahom medi a zinku vo svojej
molekule (Zelko et al.,, 2002). Molekuldrna hmotnost’ SOD1 dosahuje 32 000 Da a nachadza
sa takmer vyhradne v intracellularnom cytoplazmatickom priestore - v cytoplazme, v okoli
jadra a v lyzozomoch cicavcich buniek (Crapo et al.,1992).

Funkciou SOD1 je katalyza premeny volnych kyslikovych radikdlov na molekuly kyslika a
peroxid vodika (0> + 0% + 2H" — H,0, + O,). Peroxid vodika je nasledne eliminovany
pdsobenim gluthation peroxidu a katalazy (Afonso et al., 2007). Proces odbdravania ROS je

zobrazeny na obrazku.
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Obr. 1: Sp6sob tvorby a odburania ROS (GSH - glutathione; GSSG - oxidized glutathione;
GSR - glutathione reductase; XO - xanthine oxidase) (Afonso et al., 2007)

Nespravna funkcia SOD1 je povaZzovana za jeden z faktorov prispievajucich ku skorej
apoptOze neurénov. Toto sa prejavuje vznikom neurodegenerativnych ochoreni, ako je napr.

amyotrofick lateralna sklerdra (Greenlund et al., 1995).
4.1.1 Gén pre superoxid dismutdzu 1

Vzhl'adom na podobny evoluény vyvoj génov pre enzymy SOD1, SOD2 a SOD3, je mozné

medzi nimi pozorovat’ vyrazn( podobnost’ (obr. 2).
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Obr. 2: Podobnost’ Struktary génov rodiny superoxid dismutaz (Zelko et al.,, 2002)
4.1.2 Umiestnenie na chromozome a exon- intronova Struktira

Umiestnenie a Struktira génu zavisi od konkrétneho ZivociSneho druhu. U hovadzieho
dobytka bol SOD1 gén lokalizovany na 1. chromozome (Schmutz et al., 1996), u mysi na 16.
chromozome (Hsu, 1992) a u Cloveka na 21 chromozéme (Levanon et al., 1985). U psa je

tento gén umiestneny na 31. chromozdme.

SODL1 gén sa sklada z 5 exénov a 4 intronov. V oblasti proximalneho promotoru sa nachadza
vysoko konzervativna G-C oblast, TATA box a CCAAT box (Zelko et al., 2002). V tejto
Casti génu bolo identifikovanych niekolko vazbovych oblasti pre transkripcné faktory (obr. 3)
(Miao and Clair, 2009). Vysoka homoldgia 5° blizkych Usekov naznaCuje, Ze intenzivne
evolucéné faktory zachovali kl'icové regulacné Casti génu. Oblast’ 3"konca obsahuje niekol’ko
poly (A) signal sekvencii, o spdsobuje ukongenie vytvaranej mRNA v rdznej dizke (Zelko et
al., 2002). Oblasti exonov jednotlivych ZivoCiSnych druhov a Cloveka zdielaju vyrazni
podobnost, zato vo velkosti intrénov je mozné pozorovat odliSnosti. Tieto odliSnosti su
pravdepodobne sp6sobené génovym polymorfizmom v rozdielnych tkanivach a bunkéch
(Miao and Clair, 2009).
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Obr. 3: Podobnost’ v Struktirnom usporiadani SOD1 génu u mysi, potkana, byka a ¢loveka.

Zobrazenie vazbovych oblasti pre transkripéné faktory v Useku promotora SOD1 génu (Mio et
al., 2009)

4.1.3 Struktira génu

Kodujuca oblast SOD1 génu je tvorena 462 nukleotidmi, ktoré kéduju 153 aminokyselin.
Poradie nukleotidov je zobrazené na obrdzku €. 4. Podobnost’ nukleotidovej sekvencie SOD1
génu psa s hovadzim dobytkom dosahuje asi 93 % a s ¢lovekom pribliZzne 83 %. (Green et al.,
2002). Z tohto dévodu je pes idedlne modelové zviera na vyskum ochoreni s predpokladanym
vplyvom SOD1 génu u ¢loveka.
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Obr. 4: Sekvencia nukleotidov kodujucich oblasti génu SOD1 (prepis z cDNA). Trojuholnik
oznaCuje miesto intron - exénovej bariéry, hviezdicka znamena terminacny kodén (Green et
al., 2002)

4.1.4 Polymorfizmus

Polymorfizmus génu SOD1 je v sucasnosti predmetom intenzivneho Stadia. U mysi bolo
objavenych 150 mutécii vyskytujucich sa najmé v oblastiach exénov sp6sobujucich az 70
roznych zamen aminokyselin (Turner and Talbot, 2008) , ale i v TATA boxe v promotore
génu (Niemann et al., 2007). Viac ako 90 r6znych mutécii génu SOD1 u cloveka je
asociovanym s amyotrofickou lateralnou skler6zou (Zelko et al., 2002). NajCastejsi je vyskyt
mutacie spdsobujicej zamenu 4 koédovanej aminokyseliny alaninu za valin v prvom exdne
(Deng et al.,, 1993).Toto nevylieCitelné ochorenie sp6sobuje degeneraciu motorickych
neurénov v oblasti miechy a mozgu. Mutécie sa vyskytuju priblizne u 2 % pacientov s ALS a
asi u 10 - 15 % pacientov s familiarnou ALS (Zelko et al., 2002).
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U psa boli na zédklade GWA analyzy popisané 2 substituéné mutacie v SOD1 géne. Ich
pritomnost’ je spajana s vyskytom degenerativnej myelopatie. Ide 0 zamenu guaninu na 118
pozicii (exon 2) za adenin, ¢o vyusti do tvorby lyzinu miesto kyseliny glutdamovej (Awano et
al., 2009). Wininger et al. (2011) popisal druh( substitu¢ni mutéciu, ktorej vyskyt bol zatial
potvrdeny len u plemena bernsky salaSnicky pes. Tato mutécia sp6sobuje zamenu 52 bazy

(exon 1) adeninu za tymin. Na zaklade tejto substittcie sa tvori treonin namiesto serinu.
4.2 Degenerativna myelopatia

Degenerativnhu myelopatiu ako prvy popisal Averill v roku 1973 ako zakernd, progresivnu,
celkovo propriceptivnu ataxiu a kf€ovitu parézu panvovych kon€atin zaCinajucu v neskorej
dospelosti, nakoniec vyustujucu do paraplegie (Averill et al., 1973). Skupina ochoreni ziskala
svoje pomenovanie kvoli neSpecifickému histopatologickému poSkodeniu tkaniva miechy z
neurcitej priciny. V stc€asnosti je degenerativna myelopatia charakterizovana ako smrtelné
neurodegenerativne ochorenie vyskytujlce sa u viacerych psich plemien (Awano et al., 2008).
Ide o nezépalové ochorenie u ktorého nie je presne znamy splstaci mechanizmus. Studie
popisujuce vplyv retrovirusu, Ci inych virusovych a bakteridlnych kmenov sa ukazali ako
nespravne (DelLahunta and Glass, 2009). Jedinym v sucasnosti potvrdenym faktorom je

mutacia SOD1 génu.

Popisand bola u plemena nemecky ovciak, sibirsky husky, boxer, welsh corgi pembroke,
chesapeake bay retriever, rodézsky ridgeback, labradorsky retviever, bernsky salasnicky pes,

nova scotia duck tolling retriever, hovawart, mastif, barzoj, nemecka doga a iné.
4.2.1 Kilinické priznaky degenereativnej myelopatie

Klinické priznaky degenerativnej myelopatie si pozorovatelné priblizne od 8. roku Zivota
postihnutého psa. Prvotne sa prejavuje nekontrolovatelnd ataxia a mierne kf€ovita paréza
panvovych koncatin. ViditeI'nymi znakmi su opotrebované nechty a Coraz CastejSie postupné
krivanie na zadné koncCatiny. Patelarne reflexy si v tomto Stadiu obvykle normalne, pripadne
mierne znizené (Coates et al., 2010). Tieto priznaky sU pripisované strate hornych
motorickych neurénov. Progres ochorenia je nezvratny a majitelia ¢asto volia eutanaziu psa

skor, nez dojde k Uplnému ochrnutiu koncatin (Zeng et al., 2014).

V neskorSom Stadiu vyvinu ochorenia je mozné na mieche pozorovat' lézie a patologické
zmeny. Dochadza k poruche morfologie a funkcie dolnych motorickych neurénov
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prejavujlucej sa rozSirenou svalovou atrofiou a Ciastoénym, az celkovym ochrnutim hornych
koncatin. Objavuje sa dysfagia a pes straca schopnost’ Stekat’ (Matthews, 1985). V dalSej faze
rozvoja ochorenia sa vyskytuje fekalna a urinalna inkontinencia (Wininger et al., 2011). V
termindlnom $tadiu dochéadza k zlyhaniu respiratneho Ustrojenstva (Morgan et al., 2014).

4.2.2 Diagnostika degenerativnej myelopatie

Z dovodu velkého mnozstva podobne sa prejavujicich ochoreni chrbtice psa, mézu byt
prvotné klinické priznaky degenerativnej myelopatie I'ahko zamenené. Obdobné vonkajSie
priznaky sa vyskytuji napr. pri dysplazii bedrového kibu (DeLahunta and Glass, 2009).
Definitivnu diagnostiku je preto moZzné urcit’ az pitvou (Zeng et al., 2014).

Imunohistologické testy na detekciu fosforilovanych neurofilamentov a hodnoty vyskytu
proteinu v gliach nervovej ststavy (nazyvany aj astroprotein) sa pouzivaju ako mierka straty
axénov. V poskodenom tkanive je mnozZstvo myelinu velmi nizke a tieZ je zniZzené hustota
axénov v dorzalnej €asti boéného povrazca. Po celej dizke miechy sa vyskytuji napuchnuté
myelinové pochvy. V ich okoli je hodnota astroproteinu relativne konstantna (Wininger et al.,
2011). V dorzélnej oblasti Sedej miechy, medzi bedrovymi stavcami a v oblasti krcnej
chrbtice je mozné pozorovat' vyskyt axonopatickych lézii. Postupné rozSirenie po celej
mieche trva u kazdého jednotlivca rozdielne dlho, no vo vSeobecnosti ide o dobu 6 - 12
mesiacov (DeLahunta and Glass, 2009). Pozorované hystologické lézie, malé mnoZstvo
pritomnych neurénov a demyelizacia su typickymi znakmi vyskytujiucimi sa v mieche jedinca

v v

postihnutého vy3sim Stadiom degenerativnej myelopatie (Wininger et al., 2011).

Pomocou imunochemickych testov miechy je mozné zistit pritomnost SOD1 -
imunoreaktivnych agregatov v motorickych neurénoch (Morgan et al., 2014). U psov
postihnutych degenerativnou myelopatiou sa v neurénoch vyskytuju cytoplazmatické inkluzie
obsahujlce anti - SOD1 protilatku javiacu sa pocas testu ako jasne ohranic¢eny tmavy zhluk
(Awano et al., 2008).

Jednou z mozZnych diagnostickych metod je i elektromyografia. V ranej faze nie je viditel'na
Ziadna spontdnna aktivita a rychlost” prenosu signdlu neuronmi je v norme. Neskér je
pozorovana multifoké&lna aktivita svalstva na kon€atinach a rychlost’ prenosu signdlu medzi
proximalnymi a distdlnymi motorickymi neurénmi je zniZzend v porovnani s rychlostou u
zdravého jedinca (Awano et al., 2008; Coates et al., 2010).
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FWC TH motor ook Unaftected Adfected P value

Mo, of dogs 5 B

Average count of axons 376 = 262 JEOD & 641 .57
Average endoseural cross-sectional ans |:,u|||"] IR OH1 54 = 39 460,449 7 BxhE0 £ 53 81872 .72
Average area oveupied by axons fum’) 191,114.56 = 35,453 17900871 £ 24 57903 (148
Endoneural area occupred by axons (%) 61,7 24,1 G758 IL78
Average axon density count/mm’) 1216508 = 3,131 13,400,49 £ 387493 .53

Tab. 1: Merania motorickych neurénov od 5 nepostihnutych a 8 postihnutych psov (Morgan
et al., 2014).

4.2.3 LieCba degenerativnej myelopatie

Neexistuje mozna lieCba na zvratenie degeneracie axdnov neurénov v mieche. Povodné tedria
predpokladajuca autoimunitny charakter ochorenia nebola potvrdend, ani Stadie popisujuce
podavanie imunosupresiv neuvadzaju pozitivny efekt na lieCbu degenerativnej myelopatie
(Polizopoulou et al., 2008). Casté je podavanie vitaminov E a Bi, kvdli ich znamej Glohe pri
lieCbe inych neurologickych ochoreni u domestikovanych zvierat i primatov, no ich vplyv
zatial’ nebol potvrdeny (DeLahunta and Glass, 2009).

Pozitivnhu odpoved pri spomaleni postupu ochorenia mala podpora svalstva pomocou
kratkych prech&dzok niekol'kokrét denne, pasivneho cviCenia, masédzi a hydroterapie. U psov
ktori podstupili intenzivnu fyzioterapiu trvalo Uplné rozvinutie priznakov v priemere o 255
dni dIhSie ako u psov, ktori fyzioterapiu nepodstipili (Kathmann et al., 2006). Celkovo viak
progndza pri degenerativnej myelopatii nie je pozitivna.

4.2.4 Genetické testovanie degenerativnej myelopatie

Genetické testovanie predispozicie na degenerativhu myelopatiu je dostupné majitefom v
komer&nych laboratoriach. Test je zaloZeny na detekcii mutacii v SOD 1 géne. Stadie u viac
nez 100 druhov psov poukéazali na priamu spojitost' s mutaciou tohto génu a s rozvinutim
ochorenia. Psy homozygoti v mutacii je mozné zaradit' do rizikovej skupiny pre rozvoj
degenerativnej myelopatie a urcCite prenesi chromozém s mutovanou alelou na svoje
potomstvo. Psy heterozygoti maju nizku pravdepodobnost” prejavu ochorenia a mutovanu
alelu prenesu na polovicu svojho potomstva. Psy homozygoti bez mutacie maju minimalnu
Sancu na prepuknutie degenerativnej myelopatie a na svoje potomstvo vzdy prenesd

nemutovanu alelu (Coates et al., 2010).
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4.2.,5 Amyotrofickd lateralna skler6za

Amyotroficka lateralna sklerd6za je skupina ochoreni vyskytujucich sa u dospelych pacientov,
progresivne neurodegenerativne postihujicich horné i dolné motorické neurdny miechy
(Ostrander, 2012). Posledné Studie predpokladaju poSkodenie motorickych aj senzorickych
nervov i malych epidermidlnych senzorickych vlakien (Shelton et al., 2012). Toto spdsobuje
svalovu slabost” aZz atrofiu svalstva, postupne pokraCujucu v paralyzu a smrt’ (Ostrander and
Ruvinsky, 2012).

Viac neZz sto mutéacii génu SOD 1 je zapojenych do vzniku a priebehu familiarnej
amyotrofickej laterdlnej skler6zy. Patologicke Iézie vyskytujuce sa pri tomto ochoreni su
vel'mi podobné tym, ktoré st pozorované pri degenerativnej myelopatii u psa, ¢o z neho robi
idedlny zvieraci model na vyskum (Ogawa et al., 2013). Mutacie v SOD1 géne spdsobujl
zmenu konformacie mutantného superoxid dismutaza 1 proteinu, ¢im dochadza k zmene jeho

biologickej aktivity a k podpore tvorby intracelulrnych agregatov (Awano et al., 2008).

Nadmernd produkcia oxidu dusného a zvySend akumulécia denaturovanych proteinov v
neurénoch je jednym zo spolo¢nych znakov familiarnej amyotrofickej skler6zy a
degenerativnej myelopatie u psa. Glutamat je prevladajica prenosova aminokyselina v
centralnej nervovej sustave. Na membrane bunky sa nachadzaju receptory regulujlce vstup
glutamanu do bunky a tym udrZiavaju homeostazu synaptického prenosu. Glutamin syntetaza
katalizujuca premenu kyseliny glutamovej a amoniaku na glutamin sa nachadza prevazne v
astrocytoch a oligodendrocytoch v mieche. ZvySeneé mnoZstvo glutaminu je pre neurény
toxické. Predpoklada sa, Ze zvySenie glutaminu a oxidativny stres hraju vyznamna Glohu pri
rozvoji ako familiarnej amyotrofickej sklerdzy, tak i degenerativnej myelopatie (Ogawa et al.,
2013).

Psy postihnuté degenerativnou myelopatiou m6zu pomdct k identifikacii procesov na pozadi
degeneracie motorickych neurénov ako aj environmentéalnych faktorov ovplyviujacich vznik

a progres amyotrofickej lateralnej skler6zy (Awano et al., 2008).
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4.3 PCR - Polymerase chain reaction

V poslednych Styridsiatich rokoch mézeme pozorovat' obrovsky narast a vyvoj novych
pristrojov a technik v molekularnej biolégii. Pravdepodobne objav Ziadnej inej techniky nebol
taky vyznamny ako polymerazova retazova reakcia - PCR (Innis et al., 1995). Za otca
myslienky PCR je povaZzovany Mullis, ktory bol za tuto metdédu v roku 1993 oceneny
Nobelovou cenou za chémiu (Bartlett and Stirling., 2003). DoleZzitym krokom bola i izolacia
enzymu termostabilnej polymeréazy z termofilnej baktérie Thermus Aquaticus, ¢im sa vyrazne
urychlil priebeh reakcie, kedZe sa odstranila nutnost pridavat jednotlivé komponenty pocas
reakcie (Saiki et al., 1988).

Jednou z najvyznamnejSich vlastnosti PRC je jej tvarnost a tiez Siroké moznosti
aplikovatel'nosti a modifikovatelnost. PCR je v st€asnosti upravena priamo pre vyskum v
molekularnej bioldgii, na testovanie Specifickych transkriptov génov Ci génovej expresie.
Poskytuje novy pohlad na proces transkripcie, a tym kontrolu rastu, diferenciacie a vyvoja
bunky (Innis et al., 1995).

V stcasnosti si metody, ktoré si zalozené na PCR, vyuZivané v mnohych odvetviach, ako su
antropoldgia, forenzné vedy, genomické analyzy, a v medicine na diagnostiku geneticky
podmienenych ochoreni ¢loveka (Innis et al., 1995).

4.3.1 Princip metédy PCR

Polymerazovd retazova reakcia sluzi na amplifikdciu fragmentu DNA alebo RNA
(Schochetman, 1988). PCR je in vitro metdda pre enzymaticku syntézu Specifickej DNA
sekvencie, vyuZivajica dva oligonukleotidové primery pre hybridizaciu s protikladnymi
vlaknami, ¢im sa ohranici oblast’ zaujmu v Studovanej DNA. Tieto oligonukleotidy prisadni
na separovane vildkna templatovej DNA ako primary, nazyvané i "rastici koniec" novo
syntetizovanych vlakien. Ked' nové vlakno vytvorené pomocou DNA polymerazy presiahne
za Uroveri opaCného primeru, stava sa novym templatom pre dalSiu reakciu. VVdaka tomu, Ze
novovzniknuté vldkno sluzi ako templat v dalSom cykle reakcie, sa mnoZstvo cielenej DNA

zvysuje dvojnasobne v kazdom cykle (Erlich, 1989) (obr.5).
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Obr.5: Pocet amplifikovanych fragmentov DNA v jednotlivych cykloch PCR (Rabinow et al.,
1996)

Zéakladom kazdého cyklu PCR su 3 procesy (Delidow et al., 1993) (obr. 6):
1. Denaturéacia templatovej DNA na jednovlaknovi DNA
2. Napojenie primerov na kazdi ssDNA
3. Syntéza nového vldkna DNA od primeru

PoCas denaturacie dochadza k poruseniu vodikovych mostikov v dvojvlaknovej molekule
DNA a nésledne k jej rozdeleniu na dve jednovldknové molekuly. Najefektivnejsi a
najjednoduchsi spbsob, ako dosiahnut denaturacie je zahriatic DNA na 95 -100 °C
(Schochetman et al., 1988).

V druhom kroku dochéadza k pripojeniu primerov na jednovlaknové Gseky DNA. Primery su
orientované tak, aby nésledna syntéza DNA zahffala oblast medzi nimi (Primrose and
Twyman, 2006). Ide o kréatke oligonukleodity o dizke 15 -25 nukleotidov s obsahom
priblizne 50 -60 % G-C bazi. Napojenie sa na konkrétny usek DNA je na principe
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komplementarity, vdaka Specifickosti primerov. Pri vybere primerov je dbleZité aby netvorili
duplex Struktary alebo vldsenky (Chen and Janes, 2002). Hybridizécia jednotlivych vlakien
DNA s primerami je dosiahnuta zniZzenim teploty reakéného mixu na anelacnu teplotu, ktora
sa obvykle pohybuje medzi 40 -65 °C v zavislosti od olinukleotidovej sekvencie pouzitej ako
primery (Pelt - Verkuil et al., 2008). V tretom kroku PCR reakcie dochadza k syntéze
komplementarneho vlidkna DNA od primeru. Polymerdza po nasadnuti na primer tvori nove
vlakno z deoxynukleotidov pritomnych v reakénej zmesi. NajvyuZivanejSou polymerazou je
Taq polymeraza, ktord v zmesi s optimalnym pomerom reakénych latok a pri teplote 72 °C
pripoji asi 1000 deoxinukletidov za minutu (Shehnam, 2012).

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps
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Obr. 6: Priebeh polymerazovej retazovej reakcie (Shehman, 2012)

Celkovo sa jednotlivé kroky opakuju 25-30 krat. Pri 100% efektivite by po 20 cykloch PCR
reakcie, do ktorej vstdpili 4 molekuly DNA, vzniklo priblizne 2%° amplifikovanych
fragmentov (Ehrlich et al., 1989).

NajvacSou vyhodou polymerazovej retazovej reakcie je vysoka Specifickost’ a relativne lacné
prevedenie. Je vSak nutné poznat' aspon okrajové sekvencie amplifikovanej oblasti pre
navrhnutie primerov. Nevyhodou je chybovost’ Taq polymerazy, ktora sa ale d& nahradit” inou

polymerazou s korekturnou aktivitou.
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4.3.2 PCR - RFLP (Restriction fragment lenth polymorfism)

Metdéda PCR-RFLP je zaloZzend na Stepeni amplifikovanych fragmentov DNA pomocou
alelicky Specifickych enzymov (Hui and Bidwell, 1993). VyuZivané enzymy - restrikcné
endonukledzy pochadzaju prevazne z baktérii a rozpoznavaju Specifické miesta na DNA
obvykle dlhé 4-8 nukleotidovych péarov. Tieto oblasti sa nazyvaju palindromy a su
charakteristické pre kazdy restrikény enzym (Alberts et al., 1998).

Testovana DNA sekvencia je typicka pritomnostou ¢i absenciou urcitého palindromu,
potrebného pre detekciu miesta Stepenia restrikéného enzymu. V pripade mutécie v oblasti
palindromu, miesto pre Stepenie zanika, pripadne vznika nové. Metoda PCR - RFLP detekuje
polymorfizmus v tejto oblasti a ndslednou separacnou elektroforézou je mozné detekovat

velkosti vzniknutych fragmentov (Leonard, 2007).

PCR- RFLP je relativne rychla, jednoduchd a financne nendrond metdda s
reprodukovatel'nymi vysledkami. Nevyhodou je nutnost’ pouZitia separacnej elektroforézy na
zobrazenie velkosti ziskanych fragmentov. Standardne pouZivané restrikéné enzymy Stiepia
DNA na mnohych miestach, a preto pri pouZiti dlhych Gsekov DNA vznika pocas
elektroforézy velké mnoZstvo bandov, ktorych odCitanie mdze byt nepresné (Filippis et al.,
2012).
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Obr.7: UkéaZka restrikéného Stepenia vybranymi enzymami (Alberts et al., 1998)
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4.4 Separacnd elektroforéza

Elektroforéza patri medzi metddy pre separéciu proteinov a fragmentov DNA (Xu, 2008).
Princip metody je zaloZzeny na pohybe molekdl DNA nestcich z&porny naboj v
jednosmernom elektrickom poli. Rychlost’ pohybu jednotlivych fragmentov je zavisla od ich
velkosti, hustoty agar6zového gélu a sily elektrického prudu. Tymto spdsobom je mozné
separovat rozne velké fragmenty DNA na zaklade rychlosti pohybu v géle (Sambrook et al.,
1989). DIhé fragmenty sa v agarézovom géle posuni o menSiu vzdialenost, pretoZze su v
hustom géle viac spomal'ované (Alberts et al., 1998).

DNA nie je v agarézovom Ci polyakrylamidovom géle volne pozorovatelnd, preto je
potrebné ju zafarbit' alebo oznaCit. Na zviditelnenie DNA sa vyuZiva naviazanie
florescencnych latok a ich nasledné zobrazenie pod ultrafialovym svetlom, alebo zaClenenie
radioaktivne znafenych nukleotidov (najcastejSie pomocou radioizotopu 32P vo forme
fosfatu) do DNA eSte pred elektroforézou (Alberts et al., 1998). Velkost' separovanych
fragmentov je ur€ena na zaklade porovnania s vel'’kostnym markrom (hmotnostny Standard), u

ktorého je velkost' jednotlivych fragmentov presne definovana.

4.5 Sekvenovanie

Sekvenovanie je laboratérna technika umoZnujlca stanovenie presného poradia nukleotidov v
testovanej DNA. Medzi najvyuzivanejSie sekvenané metody v sucasnosti patri Sangerova
sekvenacna metdda a metdda chemickej degradacie Maxama a Gilberta (Kumar and Garg,
2005).

4.5.1 Sangerova sekvenovacia metdda

Princip Sangerovej sekvenovacej metddy je zaloZeny na tvorbe komplementarneho vildkna k
jednému z dvoch vlékien ziskanych po denaturacii DNA. Syntéza tohto vlakna prebieha v in
vitro podmienkach za pritomnosti malého mnozZstva dideoxynukleozid trifosfatov v reakénej
zmesi (Serre, 2007). Dideoxynukleotidy siu molekuly odliSujuce sa od deoxynukleotidov
pritomnostou atomu vodika na 3’uhliku miesto OH skupiny. Naviazanie tychto molekul
ukonCi predlZzovanie retazca polymerazou, kedZe nie je mozné vytvorenie fosfodiesterovej
vazby s nasledujacim deoxynukleotidom (Cheng et al.,, 2010) (Obr. 8). Sangerova
sekvenovacia metdda je preto nazyvanad i metddou terminacnou (Kumar and Garg, 2005).

Limitované mnoZstvo dideoxynukleotidov pri zaClefiovani do retazca umozni vznik DNA
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fragmentov o roznej dizke (Cheng et al., 2010). Na ur&enie postupnosti jednotlivych béaz sa
vyuZziva kapiléarna elektroforéza.

Novovytvorené fragmenty je potrebné oznaCit’ pre zviditel'nenie na gélovej elektroforéze Ci
poznanie laserom v priebehu kapilarnej elektroforézy. Je mozné vyuZit' znaCeny primer,
dioxynukleotidy alebo dideoxynukleotidy (Serre, 2007). Pre oznaCenie sa vyuZivaju

radioaktivne izotopy, striebro alebo florescencné farbiva.

N MK,
o a P 5
N-C oy aamp Ng C SHAMP

-P=0 y.¢ -0-P=0 y.g N
HC 0\\ N gy L1 HtC/O\ N i

"'( VH H\I' rP"JH

s = =
-—# 0 H c H W
H-N"“"goen, *
-0 PO dThiP

0°C y Cm

HyC O
K
— o

- 0 H

g N H
-0-P-0 HC
N C G Ny
HyC o\
H H
"<_/" 4GP
—» HO H

Obr.8: Porovnanie Struktury deoxynukleotidov a dideoxynekleotidu (Cheng et al., 2010)
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5 Material a metody
5.1 Odber a izolacia DNA

5.1.1 Odber DNA

Na ziskanie vzoriek od jednotlivych bernskych salasnicky psov bola vyuZita neinvazivna
metdda odberu epitelidlnych buniek z bukalnych sliznic pomocou cytologickych kefiek
(MedPlus). Psom nesmela byt minimalne 2 hodiny pred odberom podavané Ziadna potrava a
u Steniatok musel byt tieZ zamedzeny pristup k matke, aby nedoSlo ku kontaminacii vzorky
materskym mliekom. Po odbere bola kefka vloZzena do papierovej obalky. VSetky odobraté
vzorky boli oznacené menom psa a ¢islom, pod ktorym boli dalej spracovavané. Po vyschnuti
bola vzorka uloZena v mraziacom boxe pri teplote - 20 °C aZ do dalSieho spracovania.

5.1.2 lzolacia DNA

Izolacia DNA odobratej cytologickou kefkou bola uskutocnena pomocou kitu NukleoSpin
Tissue XS (Machery - Nagel), vyrabaného pre tento ucel na zaklade popisu od vyrobcu.

Proces izolacie je popisany v nasledujicich bodoch:
1. Vybratie cytologickej kefky z papierovej obalky a vloZenie do skimavky.
Pridanie 180 pl pufru T1 a 25 pl proteindzy K sldziacich k rozkladu buniek.

PremieSanie vzorky pomocou vortexu.

A wn

Inkubécia vzorky pri teplote 56 °C po dobu 45 minat, kazdych 15 minut premieSanie
vzorky.

Pridanie 200 pl pufru B3 a nasledné premieSanie za pomoci vortexu.

Inkubécia vzorky pri teplote 70 °C po dobu 10 mindat.

Vybratie cytologickej kefky zo skimavky.

Pridanie 210 pl 96 % etanolu.

VyzréZzanie DNA prekladpanim skimavky.

© ©® N o o

10. Prepipetovanie vzorky do skimavky s filtrom.

11. Centrifugédcia vzorky na 11 000 ot&Cok po dobu 1 mindty a nasledné odliatie
preteCenej frakcie.

12. Pridanie 500 pl BW pufru. Opéatovna centrifugacia vzorky a odliatie pretecenej
frakcie.

13. Pridanie 600 pl B5 pufru, centrifugacia a odliatie pretecenej frakcie.
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14. Centrifugécia vzorky na 11 000 ot&d€ok po dobu 1 minaty z dévodu odstranenia
zvyskov etanolu.

15. Prenesenie membrany s DNA do Cistej skimavky.

16. Pridanie 100 upl pufru BE predhriateho na 70 °C. Po 1 minlte statia nasleduje
centrifugécia vzorky na 11 000 ota€ok po dobu 1 minaty.

17. Odstranenie filtra, uzavretie skimavky a odklad vzorky do mraziaceho boxu.
5.1.3 Kvantita a kvalita izolovanej DNA

Kvantita a kvalita izolovanej DNA bola merand pomocou UV - spektrometrie za pouZitia
pristroja NanoPhotometer (Implen). Po zmerani obsahu mnozZstva DNA bola vzorka
nariedend deionizovanou vodou na koncentraciu 10 ng/ul. Kvalita izolovanej DNA bola
hodnotena na zaklade pomeru absorbancie A260/A280, ktory idedlne dosahuje hodnotu 1,8 -
2,1 a pomeru absorbancie A260/A230. Tieto pomery mozu byt indikatormi kontaminacie

vzorky organickymi latkami.

52 PCR - RFLP marker kauzalnej mutacie génu SOD1 veduci k

degenerativnej myelopatii u bernského salasnickeho psa

U Sirokého spektra plemien je zndma bodovd mutacia SOD1 génu vedlca k degenerativnej
myelopatii na pozicii c118G>A. Wininger et al., (2011) vo svojej Studii popisal pripad fenky
bernského salaSnickeho psa s prejavmi degenerativnej myelopatie sp6sobenymi inou bodovou
mutéciou v SOD1 géne. Ide 0 zamenu 52 bazy - adeninu za tymin. Pri navrhovani novych
markerov na detekciu mutécii génu SOD1 asociovanych s degenerativnou myelopatiou bola
optimalna anelacna teplota uréena na zaklade teplotného gradientu.

5.2.1 Volba restrikéného enzymu schopného rozlisit” alely génu SOD1

Mutécia 118. bdzy SOD1 génu

Vhodny restrikény enzym bol zvoleny podla programu Webcutter 2.0, ktory je volne
dostupny na adrese http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/. Z vystupu vyplyva, Ze restriktny enzym
Eco571 je vhodny na urcenie sekvenacného rozdielu medzi nemutovanou a mutovanou alelou.

Charakteristické restrikéné miesto pre tento enzym je zobrazené na obrazku.
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Obr. 9: RestrikEné miesto charakteristicke pre enzym Eco57I

Amplifikovany fragment o velkosti 79 bp je Stepeny restrikEénym enzymom Eco571 16
nukleotidov za rozpoznavanou sekvenciou (CTG AAG) za vzniku 2 fragmentov o velkosti 17
bp a 62 bp. U mutovanej alely sa nenachddza rozpoznavacia sekvencia a enzym nie je
schopny takyto fragment rozstiepit. KedZe je u markera génu SOD1 znamy kodominantny
charakter, u heterozygétneho jedinca budu po Stepeni vznikat 3 fragmenty o vel'kosti 79 bp,
62 bp a 17 bp.

Mutécia 52. bazy SOD1 génu

Na odhalenie pritomnosti mutacie 52. bazy SOD1 génu u bernského salaSnickeho psa bol
pomocou programu Webcutter 2.0 vybrany vhodny restrikény enzym. Fragment ziskany po
PCR reakcii je enzymom Banl Stepeny na fragmenty rozliSitel'né elektroforézou. U mutovanej
alely vznikli dva nové fragmenty, no u nemutovanej alely nebola pritomna rozpoznavacia

sekvencia a k rozstiepeniu nedoslo.
5.2.2 Poutzitie PCR - RFLP markera kauzalnej mutacie génu SOD1

Mutécia 118. bdzy SOD1 génu

Primery pouzité pre amplifik&ciu boli zvolené na z&klade Studie publikovanej Awanom, et al
(2009). Ide o primery: SOD1ORIG F 3° AGTGGGCCTGTTGTGGTATCA 5" a SOD1ORIG
R 3" CTCCAAACTGATGGACGTGGAAT 5. ZloZenie PCR reakcie pre amplifikaciu je

popisané v tabul'ke.
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Zlozka

koncentracia

DNA 20ng . 12,5 pl™
KCI 50 mM

MgCl, 1,5 mM

Tris - HCI 10 mM
SOD1ORIG F 0,4 uM
SOD10ORIG R 0,4 plM

dNTP 200 pIM

BSA 5ug. 12,5 plt
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) | 2 mM

Taq polymeréaza (Roche) 05U.125ul"
Obejm 12,5 ul

pH 8,8

Tab. 2: ZloZenie PCR reakcie pre amplifikaciu PCR - RFLP markera mutécie 118. bazy génu
SOD1

Na amplifikaciu bol pouzity Termocykler C100™ Thermal Cycler (BioRad). Teplotny a
¢asovy profil jednotlivych faz amplifikacie je popisany v tabulke.

Faza Teplota | Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia | 95°C | 180 sec. | 1
Denaturacia 95°C | 30 sec.

Annealing 60°C |40sec. |30
Elongacia 72°C |40 sec.

ZavereCna elongacia | 72°C | 420 sec. |1

Tab. 3: Teplotny a ¢asovy profil amplifikacie PCR - RFLP markera mutécie 118. bazy génu
SOD1

Po amplifik&cii PCR - RFLP markera génu SOD1 vzniké& produkt o velkosti 79 bp. Tento
produkt bol nasledne Stepeny restrikcnym enzymom Eco571. Presné podmienky restrikéného
Stepenia su popisané v tabulke. ~
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Zlozka Mnozstvo
PCR produkt 5,15 pl
10 x pufer G (Thermo Scientific) 1,2 ul

0,5 mM SAM (Thermo Scientific) 0,24 pl
Eco571 (5U . 1 pl ™) (Thermo Scientific) | 0,5 pl

dd H,0 4,91 ul

Tab. 4: Podmienky restrikéného Stepenia pre detekciu polymorfizmu 118. bazy génu SOD1

Pre restrik&né Stepenie bol pouZity termocykler C100™ Termal Cycler (BioRad). Cely proces
prebiehal 16 hodin pri teplote 37 °C.

Na detekciu polymorfizmov bola pouZzitd agar6zova elektroforéza. Produkt restrikéného
Stepenia bol separovany v 5 % agar6zovom géle v 1x TBE pufry. Separacia fragmentov
prebiehala pri laboratérnej teplote po dobu 45 minat za staleho napatia 120 V. DNA
fragmenty boli zviditelnené pomocou pridaného ethidium bromidu pod UV svetlom.
Vysledné elektroforeogramy boli zaznamenané pouzitim systému GelDoc (BioRad) a
programu QuantityOne (BioRad).

Mutécia 52. bazy SOD1 génu

Na zéklade prace publikovanej v roku 2014 timom vedcov na Cele s Zengom boli zvolené
vhodné primery na amplifikaciu oblasti v okoli 52. bazy SOD1 génu. ISlo o primery: 5
GCCGTGTGCGTGTTGAAG 3" a 5° CCCGCCCTTGCCTTCT 3". Na amplifikaciu bol
pouzity Termocykler C100™ Thermal Cycler (BioRad). ZloZenie, teplotny a ¢asovy profil
PCR reakcie st uvedené v tabulkach.
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Zlozka Koncentracia
DNA 20 ng . 12,5pl"
KCI 50 mM

MgCl, 1,5 mM

Tris - HCI 10 mM
Nonidet P40 0,08%
SOD152F 0,8 pM

SOD 152R 0,8 pM

dNTP 200 pM
DMSO 0,6 ul. 12,5 pl™
BSA 5ng. 12,5 ul*
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) | 2 mM

Taq polymeréaza (Thermo Scientific) | 1U . 12,5 pl™
Obejm 12,5 ul

pH 8,8

Tab. 5: ZloZenie PCR reakcie pre amplifikaciu PCR - RFLP markera mutécie 52. bazy génu
SOD1

Faza Teplota | Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia | 97 °C | 180 sec. | 1
Denaturacia 96 °C | 50 sec.

Annealing 56 °C |40sec. |42
Elongéacia 72°C |40 sec.

ZavereCna elongacia | 72°C | 420sec. |1

Tab. 6: Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie pre PCR - RFLP markera mutacie 52. bazy
génu SOD1

Vysledny fragment ziskany amplifikdciou mé velkost 71 pb. Na Stepenie bol nasledne

pouZzity enzym Ban I. Priebeh restrikéného Stepenia je popisany v nasledujucej tabul’ke.
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Zlozka Mnozstvo
PCR produkt 6 ul
Pufer TANGO 2,6 pl
Banl (BshNI) (5U .1 pl ™) (Thermo Scientific) | 3,9 ul

dd H,0 39ul

Tab. 7: Podmienky restrikéného Stepenia pre detekciu polymorfizmu mutécie 52. bazy génu
SOD1

Restik&né $tepenie prebiehalo v termocykleri C100™ Termal Cycler (BioRad) 12 hodin pri
teplote 37 °C a nésledne 20 minat pri teplote 65 °C. Vysledné fragmenty mali velkost 71 bp
(u nemutovanej alely, kde nedoslo k Stepeniu), 34 bp a 37 bp.

Vzniknuty produkt bol separovany v 6 % agarézovom géle v 1x TBE. Separécia fragmentov
prebiehala pri laboratdrnej teplote po dobu 45 minat za staleho napatia 120 V. DNA
fragmenty boli zviditel'nené pod UV svetlom pomocou pridaného ethidium bromidu. Ziskané
elektroforeogramy boli zaznamenané pouzitim systému GelDoc (BioRad) a programu
QuantityOne (BioRad).

Pre lepSie rozpoznanie fragmentov boli navrhnuté nové primery: MUT52CZU2 F
(TCGGTTTGCGTCGGCGTCT) a MUT52CZU2 R (CCCCGCCCTTGCCTTCTG).
Fragment vzniknuty po PCR reakcii mal velkost’ 180 bp. PouZzitim restrikéného enzymu Banl.
doslo k rozstiepeniu fragmentov obsahujucich mutovana alelu na nové fragmenty o velkosti
145 bp a 35 bp. Priebeh a zloZenie PCR reakcie a restrikného Stepenia sU popisané v
nasledujdcich tabul'kach.
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Zlozka

Koncentrécia

DNA 20 ng . 12,5ul"
KCI 50 mM

MgCl, 1,5 mM

Tris - HCI 10 mM
Nonidet P40 0,08%
MUT52CZU2 F 0,8 uM
MUT52CZU2 R 0,8 uM

dNTP 200 pM
DMSO 0,6 ul. 12,5 pl™
BSA 5ng. 12,5 ul*
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) | 2 mM

Taq polymeréaza (Thermo Scientific) | 1U . 12,5 pl™
Obejm 12,5 ul

pH 8,8

Tab. 8: ZloZenie PCR reakcie pre amplifikaciu PCR - RFLP markera mutécie 52. bazy génu

SOD1

Faza Teplota | Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia | 97°C | 180 sec. | 1
Denaturacia 96°C 50 sec.

Annealing 63°C 40 sec. |42
Elongéacia 72°C 70 sec.

Zaverecna elongéacia | 72°C 420 sec. | 1

Tab. 9: Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie pre PCR - RFLP markera mutacie 52. bazy

génu SOD1
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Zlozka Mnozstvo
PCR produkt 6 ul
Pufer TANGO 2,6 pl
Banl (BshNI) (5U . 1 ul ™) (Thermo Scientific) | 3,9 pl

dd H,0 39ul

Tab. 10: Podmienky restrikEného Stepenia pre detekciu polymorfizmu mutéacie 52. bazy génu
SOD1

Restrik¢né Stepenie prebiehalo 14 hodin pri teplote 37 °C a nasledne 20 minut pri teplote 65
°C. Ziskané fragmenty boli rozliSené pomocou elektroforézy v 6 % agar6zovom géle v 1x
TBE pufry. Separécia fragmentov prebiehala pri laboratornej teplote po dobu 45 mindt za
stdleho napétia 120 V. Fragmenty boli zviditel'nené pod UV svetlom pomocou pridania
ethidium bromidu. Elektroforeogramy boli zaznamenané systémom GelDoc (BioRad) a
programom QuantityOne (BioRad).

5.3 Sekvenacia oblasti SOD1 génu s vyskytom markerov kauzalnej

mutacie génu SOD1

5.3.1 Amplifikacia fragmentu génu SOD1 urceného k sekvenacii

Dvojica sekvencnych primerov bola zvolena na zaklade prace Molekularna detekcia mutacii
zodpovednych za degenerativnu myelopaiu u psov (Dujkova, 2013). Sekvenacné primery boli
oznatené SOD1EX2SEKYV F (3" TCAAGTCCATGTTCCTCCCA 5°) a SOD1EX2SEKV R
(3 TTGGGCATGTTGAGGATTTTC5").

ZloZenie PRC reakcie pre amplifikaciu fragmentu SOD1 génu ureneho k sekvenécii a jej
teplotny a Casovy profil st uvedené v nasledujucich tabulkach. Amplifikacia prebiehala v
termocykleri C100™ Thermal Cycler (BioRad).
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Zlozka Koncentracia
DNA 20 ng . 12,5pl"
KCI 50 mM

MgCl, 1,5 mM

Tris - HCI 10 mM

Nonidet P40 0,08%
SOD1EX2SEKYV F 0,4 uM
SOD1EX2SEKV R 0,4 uM

dNTP 200 pM

DMSO 0,6 pl. 12,5 pl™
BSA 5ng. 12,5 ul*
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) | 2 mM

Taq polymeréaza (Thermo Scientific) | 0,7 U . 12,5 ul™*
Obejm 12,5 ul

pH 8,8

Tab. 11: ZloZenie PCR reakcie pre amplifikaciu fragmentu SOD1 génu urceného k sekvenacii

Faza Teplota | Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia | 95°C | 180 sec. | 1
Denaturécia 95°C | 30 sec.

Annealing 59,6 °C | 40sec. |35
Elongécia 72°C |60 sec.

ZavereCna elongacia | 72°C | 420sec. |1

Tab. 12: Teplotny a Casovy profil PCR reakcie pre amplifikaciu fragmentu SOD1 génu

uréeného k sekvenacii
5.3.2 Gélova purifikacia PCR produktu markera génu SOD1

Na vycistenie produktu ziskaného amplifikaciou od zvyskov nukleotidov bola pouZita gélova

purifikacia.

Produkty amplifikéacie boli separované elektroforézou v 1,5 % agar6zovom géle v 1 x TBE
pufry. Separacia prebiehala za laboratdrnej teploty, po dobu 50 mindt pri jednosmernom
elektrickom prade o sile 120 V. Ziskany fragment DNA o vel'kosti 79 pb bol z gélu vyrezany
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skalpelom a preneseny do skimavky. Extrakcia DNA z gelu bola uskutonend pomocou
MiniElute PRC Purification Kit (Qiagene) podla navodu vyrobcu.

Vyrezanie DNA fragmentov z agarézového gélu sterilnym skalpelom a ich prenesenie do
skumavky. Postup purifikhicie DNA fragmentu z agar6zového geélu je popisany v
nasledujdcich bodoch:

1. ZvéZenie gélovych fragmentov.

2. Pridanie 3 objemov QG pufru na jeden objem gélu.

3. Inkubéacia vzorky priblizne po dobu 10 minut pri teplote 50 °C. Pocas tejto doby
pravidelné premieSavanie vzorky az do Uplného rozpustenia gélového fragmentu.

4. Pridanie 1 objemu izopropanolu. VyzréZanie DNA preklapanim skimavky.

5. Prepipetovanie obsahu skimavky do filtranej skamavky.

6. Centrifugacia na 13 000 otadCok po dobu 1 mindty a nasledné odliatie pretecenej
frakcie.

7. Pridanie 500 pl QG pufru. Centrifugacia na 13 000 otatok po dobu 1 minuty a
nasledné odliatie preteCenej frakcie.

8. Pridanie 750 ul PE pufru a opatovna centrifugacia.

9. Preklad filtra do novej skimavky.

10. Pridanie 20 ul H,O Specialne upravenej pre sekvenaciu (pH 7,8). Po minute statia
centrifugécia na 1 minutu.

11. Odstrénenie filtra.

Gelovou purifikdciou PCR produktu markera génu SOD1 bolo ziskanych 20 pl roztoku
obsahujuceno DNA. Kvalita a kvantita DNA bola zmerand pomocou pristroja
NanoPhotometer (Implen) a nasledne nariedena vodou s pH 7,8 na koncentréciu 20 ng. pl™.

5.3.3 Priprava sekvenacnej reakcie

Na sekvenalnl reakciu bol pouzity BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Life

Technologies). ZloZenie a profil sekvenacnej reakcie je popisany v tabul'kach.
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ZloZka Koncentrécia Objem
PCR produkt 20ng . ul™*

5x Sequencing Buffer (Life Technologies) 1x 4,0 ul
Primer F resp. R (1 pikomol . pul) 3,2 pikomolu . 20 plI™ | 3,2 pl
Terminator Ready Reaction Mix (Life Technologies) | 2 pl . 20 pI™* 2,0 ul

Tab. 13: Zlozenie sekvenacnej reakcie

Faza Teplota | Cas Pocet cyklov

Uvodna denaturacia | 96 °C | 60sec. |1

Denaturacia 96 °C | 10 sec.
Annealing 50°C | 5sec. 25
Elongécia 60 °C | 240 sec.

Tab. 14: Profil sekvenaCnej reakcie
5.3.4 Purifikacia produktu sekvenacnej reakcie

K ziskanému produktu sekvenaCnej reakcie o objeme 20 ul boli pridané 2 ul glykogéne o
koncentracii 20 ng . pI™* (Thermo Scientific) , 2 pl 3M octanu sodného a 50 pl 96 % etanolu.
Zmes bola inkubovana pri laboratornej teplote po dobu 15 minut. Ziskany roztok bol
centrifugovany 30 minat na 13 200 otacok, ¢im usadené produkty amplifikacie ziskali podobu
zrazeniny. Tekutina nachadzajlca sa v skimavke bola odpipetovanda. K zrazenine obsahujucej
DNA bolo pridanych 250 ul 70 % etanolu. VVzorka bola opat’ centrifugované na 13 200 otafok
po dobu 15 minut. Proces oplachovania zrazeniny 70 % etanolom bol uskutoCneny 2 - krat.
Supernatant nachadzajaci sa v skumavke bol odstraneny pomocou pipety. Vzniknuty
sediment bol vysuSovany pri teplote 50 °C priblizne 45 minat vo vyhriatom bloku Bio TDB -
120 (Biosan). Po vysu$eni bolo do skimavky pridanych 15 pl Hi - Di formamidu, pricom
dosSlo k rozpusteniu zrazeniny. Vzorky boli prenesené do polypropylénovych stripov a
denaturované 5 minat v termocykleri Thermal Cycler C1000™ (BioRad) pri teplote 95 °C.
Vysledna vzorka bola ochladena na teplotu 0 °C a dalej vyhodnocovana za pouZzitia kapilarnej

elektroforézy.
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5.3.5 Rozpoznavanie sekvenci pomocou kapilarnej elektroforézy

Pre sekvenaciu bol pouzity geneticky analyzator ABI PRIMS 310 Genetic Analyser (Applied
Biosystems). Podmienky pre sepatréciu na kapilarnej elektroforéze su uvedené v nasledujucej
tabulke. Sekvencie markera genu SOD1 boli spracované pomocou programu DNA
Sequencing Analysis (Applied Biosystems).

Parametre separacie

DlZzka kapilary 50 cm

Modul SeqPOP6 (1 ml) E
Polymér POP6

Virtualny filter E

Doba nastriku 30 sekund

Napatie pri nastriku | 2,5 kV

Teplota pre separécii | 50 °C

Napatie pri separacii | 11,3 kV

Doba separacie 120 minut

Tab. 15: Parametre separdcie pomocou kapilarnej elektroforézy

5.4 Navrhnutie molekularnych markerov pre detekciu vybraného

polymorfizmu génu SOD1

5.4.1 Inzercny polymorfizmus v inténe 1 génu SOD1

Na zaklade sekvenacie oblasti exdnu 1 génu SOD1 u psa bol zisteny inzert o velkosti 7 bp
vyskytujlci sa u psov nestcich mutaciu SOD1:c.52A>T. Tento inzert sa nachadza 53 bp za

mutovanou alelou, a preto je mozné ho vyuzit ako marker vyskytu mutécie.
5.4.2 Detekcia sekvencii pomocou kapilarnej elektroforezy

Pre sekvenaciu bol pouzity geneticky analyzator ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied
Biosystems). Parametre separacie na analyzatore su uvedené v kapitole 4.3.5.
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5.4.3 Navrhnutie primerov pre amplifikaciu oblasti inzertu urfent na detekciu

polymorfizmov pomocu kapilarnej elektroforézy

Pre aplifikaciu oblasti s vyskytom inzertu v introne 1 génu SOD1 u psa boli pouZzité primery
SOD1-52MUTDEL F (GCWCCATCCACTTCGTGCAG) a SOD1-52MUTDEL R
(GCGCGGTGACTCAGCACT). KedZe dizkové polymorfizmy aplikonov boli detekované na
zaklade fragmentacnej analyzy - kapilarnou elektroforézou, bol primer SOD1-52MUTDEL F
oznaceny na 5°konci florescenénou farbou 6FAM™. ZloZenie reakénej zmesi, ¢asovy a
teplotny profil PCR reakcie je uvedeny v nasledujucich tabulkach. Amplifikéacia prebiehala v
termocykleri C1000™ Thermal Cycler (BioRad).

Zlozka Koncentracia
DNA 20 ng . 12,5pl"
KCI 50 mM

MgCl, 1,5 mM

Tris - HCI 10 mM

Nonidet P40 0,08%
SOD1-52MUTDEL F (6FAM™) | 0,4 uM
SOD1-52MUTDEL R 0,4 uM

dNTP 200 pM

DMSO 0,6 pl. 12,5 pl™
BSA 5ng. 12,5 ult
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) | 2 mM

Taq polymeréaza (Thermo Scientific) | 0,7 U . 12,5 ul™*
Obejm 12,5 ul

pH 8,8

Tab. 16: ZloZenie PCR reakcie pre amplifikaciu oblasti s vyskytom inzertu v introne 1 génu
SOD1
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Faza Teplota | Cas Pocet cyklov

Uvodna denaturacia | 96 °C | 180 sec. | 1

Denaturacia 96 °C | 50 sec.
Annealing 66 °C | 40sec. |42
Elongacia 72°C | 70 sec.

ZavereCna elongacia | 72°C | 420 sec. |1

Tab. 17: Teplotny a Casovy profil PCR reakcie pre amlifikaciu oblasti s vyskytom inzertu v
intréne 1 génu SOD1

Pre detekciu dizkovych polymorfizmov bol pouZity geneticky analyzator ABl PRIMS 310
(Applied Biosystems). Pred separaciou boli produkty ziskané apmlifikaciou nariedené v
pomere 1: 59 s ddH,0. K 1 pl nariedeného produktu bolo pridanych 15 pl Hi-Di formamidu
(Life Technologies) a 0,2 pl velkostného $tandardu GeneScan™ - 600 Liz Size Standard
(Life Technologies). Nésledne bola uskuto&nena denaturacia v v termocykleri C1000™
Thermal Cycler (BioRad) pri 95 °C po dobu 5 minat. VVzorky boli po denaturacii ochladené na
0°C a spracované fragmentacnou analyzou. Vysledky analyzy boli automaticky spracované v

podobe chromatogramu programom GeneMapper 4.1 (Life Technologies).

U jedincov nesdcich obe dominantné alely (nemutované) v mutécii SOD1:c.52A>T nebol
predpokladany vyskyt inzertu a produkt amplifikovany pomocou PCR mal vel'kost' 215 bp. U
jedincov recesivne homozygotnych v tejto mutacii vznikal amplikon o velkosti 208 bp. U

heterozygotnych jedincov vznikali dva produkty dizky 208 a 215 bp.

5.5 Sekvenacia okolia oblasti exdénu 1 SOD1 génu

Nukleotidova sekvencia okolia oblasti exénu 1 SOD1 génu u psa nie je kompletne znama,
tieto oblasti su v celosvetovych genomovych databazach oznaené pismenom N. V snahe o
doplnenie tejto informacie bol osekvenovany amplikon ziskany PCR reakciou za vyuZitia
primerov  publikovanych Zengom et al. (2013) 5 CTGCGGGCTGGGGTGG3 a
5 CGCGCGGTGACTCAGCACTCS'. Pre rozsirenie tejto oblasti boli navrhnuté 2 dvojice
primerov - SODI1predEX1 F (5GTTTCTGGGCGTTTTAGAGC3") a SODlpredEX1 R
(5"GGCCTTCATCTCCATGACTC3") SOD1zaEX1 F (5"GCACCTGTGCCCCGGCGCI) a
SOD1zaEX1 R (5"GGTGACCGCTAACCAATTTCT3’). Pred navrhovanim primerov bola

uskuto¢nena analyza sekvencii v okoli zatial' neosekvenovanej ¢asti chromozému 31, v ktorej
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je mnou predpokladana lokalizacia exonu 1 génu SOD1. Za pouZitia programu Ensembl bolo

zistené, Ze 658 parov baz lokalizovanych za neosekvenovanou oblastou smerom k exénu 2

vykazuje 97,57 % sekvencni homologiu s tsekom chromozomu 25 u psa. Z tychto dévodov

bol primer SOD1zaEx1 R navrhnuty za tato oblast..

Pre overenie spravnosti tejto sekvencie bolo navrhnutych 6 dvojic primerov - A, B, C, D, E,

F, ktorych nukleotidové sekvencie st uvedené v tabulke 18. Primery E a F boli rovnako ako

primer SOD1zaEx1R navrhnuté za oblast chromozoému 31 vykazujucu vysokd homologiu

s s chromozomom 25. Tabul'ky 19, 20 a 21 uvadzaju zloZenie, teplotny a ¢asovy priebeh PCR

reakcie. Pre sekvenaciu bol pouzity postup popisany v kapitole 4.3. Tymto spésobom boli

ziskané CiastoCne sa prekryvajace sekvencie, ktoré boli zoradené pomocou pocitacového

programu Bioedit Sequence Alignment Editor.

Nazov | Nazov primeru Nukleotidova sekvencia primeru Velkost
amplikonu

A A-SOD1-CZU-F | 5" ACAGGGAAGGGCCAAGAGAAC 3’ 584 bp
A-SOD1-CZU-R |5 GCCTATAAGAGCGCGCGG 3’

B B-SOD1-CZU-F |5 GTTTCTGGGCGTTTTAGAGC 3 573 bp
B- SOD1-CZU-R |5 AGTGCTGAGTCACCGCGC 3’

C C-SOD1-CZU-F |5 CTCGCGAGTCATGGAGATGAAG 3’ 602 bp
C- SOD1-CZU-R | 5" CTTCCTTTCCGCCCGGGAG 3’

D D-SOD1-CZU-F |5 CCGAGGCGGGACGTTTCC 3’ 454 bp
D- SOD1-CZU-R | 5"ACTCAGACCAAAAACAGGGAAGGAG 3’

E E-SOD1-CZU-F |5 GCAGCCCCCGGAGCTAGG 3’ 375 bp
E- SOD1-CZU-R | 5" AGTGTTTCCATAGGCTTAGGATCTCC 3’

F F-SOD1-CZU-F |5 TCTCAGGAGTCAGAAATGAAACCAT 3" | 233 bp
F- SOD1-CZU-R | 5"GTCACGGCAGTTTTCTTAAGCGATAA 3

Tab. 18: Nukleotidové sekvencie primerov A, B, C, D, E, F
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Zlozka koncentracia
DNA 20ng. 12,5 ul*
KCI 10 mM

MgSO4 2 mM
(NH4)2S0a4 10 mM

Primer F 0,8 uM

Primer R 0,8 uiM

dATP 250 pM

dCTP 250 pM

dTTP 250 uM

dGTP 125 uM

7 — dedza-dGTP 125 uyM
Tris-HCI 20 mM

BSA 0,1mg. 12,5 pl*
Pfu polymeraza (Thermo Scientific) 1,0U. 125"
Triton X-100 0,10%
Tetramethylamonium oxalat (Top Bio) | 2mM

pH 8,8

Tab. 19: ZloZenie PCR reakcie pre amplifikéciu fragmentov s pouZitim primerov A, B, C, D,
E,F

Faza Teplota | Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia | 98 °C | 120 sec. | 1
Denaturacia 98 °C | 30 sec.

Annealing 65,7 °C | 60sec. |35
Elongéacia 74°C | 70 sec.

ZaverecCna elongéacia | 74 °C | 600 sec. | 1

Tab. 20: Teplotny a Casovy profil PCR reakcie pre amplifikdciu fragmentov s pouZitim
primerov A, B, C, D
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Faza Teplota | Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturacia | 98 °C | 120 sec. | 1
Denaturécia 98 °C | 30 sec.

Annealing 63,5°C | 60sec. |35
Elongacia 74°C | 70 sec.

ZavereCna elongacia | 74 °C | 600 sec. | 1

Tab. 21: Teplotny a

primerov E aF

casovy profil PCR reakcie pre

o1

amplifikaciu fragmentov s pouZitim



ACAGGGAAGGGCCAAGAGAACGCGGACTCCGCCGGCCGGACCGGGGCGCGGGGCGCGG
GGCGCGGGCCGACCCACCGAAGAAAAGGGGAGGCCGGGGCTTGTGACGCGCCGACCTCA
CGCAGCCTCAGAACCCCCCCTCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAACCATGACAAGCAATGAA
AACGGCCGAAAGCCCCCGGCTCGACGCGCCCCCCATCTCCCAGGAACGGAGGCGCCCGT
CTTCGCCACGTTCGTATCACCAAGGACACTTGCAAACAAAGCGACTTAGGATATCGGAGG
CGCGCCACGGATACCTCGCTCTCGCAATCTCGCGGACGTACGGATCGGAAGGGAAAGGC
CGAATTTTTCCACAGTTCCATGTTTCTCGECECCETTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCG
GCGCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGCGCGGCCCCCGTGGTCCCGCCCCCCGGCCCCTCCT
GGCCACTCACGTGCCGACGCCCCCAGGGGCGCGGGCCGGATGCGCGGGCGGCGATTGGC
TGCGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGCGCGGCGCGCCCG
CCTCGGTTTGCGTCGGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGT
CGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCRTCECEACTOATEEACATEAABGCCGTGTGCG
TGTTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCACCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCG
GGGCGGAGGCCGGCGGCCGGCGGCGGGGCGGCGCCCGCGCACCTGTGCCCCGGCGCGGC
GTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGCCGGGTTTGCGGGTTCG
CGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGCGGCGGGGCGGCGGCCGAGTEGCTCAGTCACCECELG
GGCCCGGCGGGGGCGGCGGTGCGTGGCGAGGCCTGGGCGGGGGCGCGGGGAAGGCGCG
CCGGCCGCCCCCCGCGGGTGCGGGGCGTGCGGGGGCCCGCGACGGAGGGCGAGGCCGGC
TGCCCCGGGGGCCGAGGCGGGACGTTTCCGCAGCGGCTGGCGGCCCCTCCTTGCGGGGTC
GCTCTGTGGGTCCCGAGGCTCCTGCGGACTCGGAGTGGCGCAGTCCCGGGCCTGGCCCGC
CCTTGAGGTCGGGGGTGGGGGTGGGGAGTGCGGCAGGGCCACCTGGGGCCGGGCGCAGC
CGTTACCCCGCGTCGGGGETICeTIICEEEEEEEEAE CCCGCAGCCCGCAGCCCGTGGGC
ACGGCCGGTCCCGCGGCGGGTGCAGCEINEEEEEEEEAEEIABE CGGGTGGCTTGTGCC
TCGTGAGTTCAGAGGGTCCTGGGAAACCAGACTCCTGCGACCGTCTCAGGAGTCAGAAAT
GAAACCATCGAATCCCTGAAGTGGTGGTAATGAGTAAAAGTTTGTTGTGCGCACAGCGGA
AGGCGGTCGTGAACCGGGGAGCACTCAGACCAAAAACAGGGAAGGAGGCTGGGGCGGEG
GGGAGTGAGGGGGTGGGTGGGGGCGTATATTGTCCTAAAGCGGCTTAAATGGGGGAGAA
GGCAGGGACGGGGGTCACGGCAGTTTTCTTAAGCGATAAGAAATTGGTTAGCGGTCACC

ACACCCCGGCCTTGGGAAAC HEIGINICORIACEORIACEAICIoE

Obr. 10: Ziskana nukleotidova sekvencia u psa negativneho v mutaciii SOD1:c.52A>T. Baza,
u ktorej dochadza k mutécii, je oznatena ramcekom. Farebne si vyznacené oblasti nasadanie

jednotlivych primerov: A-ZIta, B-modra, C-fialova, D-zelena, E- Cervena, F- Seda.
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5.6 Bioinformatickeé a Statistické spracovanie dat

5.6.1 Bioinformatické spracovanie dat

Pre vyhl'adanie publikovanych sekvencii génu SDOL1 boli vyuzité medzinarodné nukleotidove
databdzy Ensembl aNCBI (Cunningham et al.,, 2015). Porovndvanie sekvencii
a vyhladavanie polymorfizmov bolo uskuto¢nené pomocu programu BioEdit (Hall, 1999).
Pre navrhovanie primerov bol pouZity program Primer3 Input 0.4.0 (Rozen and Skaletsky,
2000). Na navrhnutie PCR-RFLP markera a vyhladdvanie restrikénych miest bol pouZity
program WebCutter.

5.6.2 Vyhodnotenie frekvencii nemutovanych a mutovanych alel génu SOD1 z pohl'adu
populacnej genetiky

KedZe obidva pouZité PCR-RFLP markery vykazuju kodominantny charakter, je mozné v
ramci  hodnotenej populacie rozliSit' recesivnych a dominantnych homozygotov a
heterozygotov. Tieto Udaje boli vyhodnotené z hl'adiska populacnej genetiky.

5.6.2.1 Ocakavana heterozygotnost’ - Hg

Tento termin je Casto oznaCovany ako génova diverzita - ide o heterozygotnost’ o€akavanu v

populacii vzhladom na pozorované frekvencie alel. Je mozZné ju vypocitat' vzorcom

H-=1 —Eﬂ; 2, kde p; je frekvencia alel typu i v lokuse (Hoglung et al., 2009).
5.6.2.2 Pozorovana heterozygotnost - Ho

Pozorovanu heterozygotnost’ je mozné vypocitat' na zéklade vysledkov testovanych jedincov.
Pokial je hodnota pozorovanej heterozygotnosti vySSia ako hodnota ocCakavanej
heterozygotnosti je mozné usudzovat, Ze v populécii hodnotenych jedincov nedochadza k
inbeerdnemu péareniu (Van Dyke et al., 2008). Pozorovanu heterozygotnost je mozné
vypocitat’ podla vzorca (Gillet et al., 2005): H, = ;. Pij.

5.6.2.3 Stupen inbreedingu - Fis

Chov bernského sala3nickeho psa je v CR a na Slovensku chovom riadenym, a teda dochadza
k vyberu chovnych péarov majite'mi a nasledne poradcom chovu. Z tohto dévodu je mozné

predpokladat’, Ze urcity jedinci sa uplatiiuju v chove CastejSie ako ini a hrozi riziko zvySenia
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imbreedingu populacie. Stuperi imbreedingu bol vypocitany na zéklade vzorca (Dvorak et al.,
H. Hy
Hz

2004): F;, =

5.6.3 Simulacia dopadu Uplnej selekcie proti homozygétnym jedincom nesicim

mutované alely génu SOD1

KedZe hodnoty ziskanej a oCakavanej heterozygotnosti naznaCujd, Ze testovana populacia sa
nachadza v rovnovahe podla Hardy-Weinbergovho zdkona, bola uskutocnend matematicka
simulacia postupného zniZzovania frekvencie mutovanej alely v populacii bernského
salaSnickeho psa. Frekvencia vyskytu recesivnej alely bola zniZzena Uplnou selekciou proti
jedincom nestcim homozygotni kombinaciu alel pocas 5, 10, 15 a 20 generacii. Pre vypocet

bol zvoleny vzorec Gn = Hodnota qo sa rovnad frekvencii mutovanej alely vo

1+nga’

vychodiskovej populacii a hodnota g, zodpoveda frekvencii mutovanej alely po n (5, 10, 15 a

20) generéaciach uplnej selekcie.
5.6.4 Porovnanie genotypovych a alelickych frekvencii kauzalnych mutécii génu SOD1

Pre porovnanie frekvencii genotypu aalel u oboch Studovanych mutacii medzi skupinami
zvierat vytvorenych na zéklade ich pohlavia, veku a pévodu bolo uskuto¢nené pomocou

neparametrického X testu (exel).
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6 Vysledky
6.1 Hodnotenie kvality a kvantity izolovanej DNA

DNA bola ziskana odberom cytologickou kefkou z bukélnej sliznice testovaného jedinca a
nasledné izolovana pomocou kitu NukleoSpin Tissue XS (Machery - Nagel). KedZe vyrobca
v ndvode uvadza vhodnost’ tohto kitu na izolaciu DNA z buniek bukélnych sliznic, bol
predpoklad ziskania vysokomolekularnej DNA. V priemere bola zistena vytaznost’ 41 920 ng
DNA z jednej kefky ¢o mnohonasobne prevySuje mnoZstvo potrebné pre PCR reakciu.
Pritomnost’ kontaminantov bola overena spektrofotomerticky - priemernd hodnota parametra
220/260 bola 1,86. Tato hodnota potvrdzuje vysoku Cistotu ziskanej DNA.

6.2 Molekularna analyza mutacie 118. nukleotidovej bazy génu SOD1

6.2.1 Specifickost’ navrhnutého PCR-RFLP markera

PCR produkt urCeny na restriktné Stepenie bol ziskany za pouZitia primerov 5'
AGTGGGCCTGTTGTGGTATCA 3'a 5' CTCCAAACTGATGGACGTGGAAT 3 (Awano
et al., 2009). Pomocou separacnej elektroforézy bol potvrdeny vznik Specifického produktu o
dizke 79 bp. Vysledok je zobrazeny na nasledujicom obrazku. Tento produkt je monomorfny,
¢o znamena, Ze u vSetkych testovanych jedincov bez ohl'adu na plemeno vznikal rovnako dlhy

amplikon.

monomoifny PCE produlkt g

5 - GeneRuler™ 100bp Plus DINA Ladder (Thermo Scientific FermentasTh)

Obr. 11: Elektroforeogram amplifikovaného markera génu SOD1 pred restrikénym Stepenim
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Vzniknuty PCR produkt bol Stepeny restrikénym enzymom Eco571. Potvrdila sa Specifickost’
navrhnutého PCR-RFLP markera a u jedincov bez vyskytu mutovanej alely vznikali 2
fragmenty o velkosti 62 bp a 17 bp. Naopak u jedincov homozygotnych z pohladu
mutovanych alel enzym amplikon neStepil. U heterozygotov mali vzniknuté fragmenty
velkost 79 bp, 62 bp a 17 bp. Vysledky restrikéného Stepenia bolo mozné pozorovat' po
separacii elektroforézou (obr. 12). Alely boli oznacené na zaklade nukleotidov, v ktorych
dochadza k mutécii. Mutovana alela bola znafena pismenom A a nemutovana alela pismenom
G.

GG GG GG GA GA GG GA A/A S

5 - GeneRuler™ 100bp Plus DINA Ladder {Thermo Scientific FermentasTM)

Obr. 12: Elektroforeogram amplifikovaného markera génu SOD1 po restrikénom Stepeni

6.3 Molekularna analyza mutécie 52. nukleotidovej bazy SOD1 génu.

6.3.1 Specifickost’ navrhnutého PCR-RFLP markera

Na zaklade Stadie publikovanej Zengom et al. (2014) boli pouZité vhodné primery na
amplifikaciu PCR produktu v okoli mutacie 52. nukleotidovej bazy SOD1 génu u psa. Tieto
primery ohrani¢ovali produkt o dizke 71 bp, ktory bol nasledne 3tepeny restrikénym
enzymom Banl. U jedincov s mutovanou alelou vznikali dva fragmenty - 34 bp a 37 bp.
OdliSenie fragmentov s rozdielom len 3 bp pomocou separacnej elektroforézy méze byt
problematické (obr. 13) a preto boli navrhnuté nové primery lemujuce oblast’ 180 bp. V
pripade jedinca homozygotného v mutécii doslo po restrikEnom Stepeni ku vzniku fragmentov

dizky 145bp a 35 bp, u heterozygotného jedinca vznikali fragmenty o velkosti 180 bp, 145 bp
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a 35 bp. U jedinca nenesuceho mutovanu alelu k rozstepeniu amplikonu nedoSlo. Fragmenty
ziskane restriktnym Stepenim boli po separécii zviditelnené pod UV svetlom pomocou
pridania ethidium bromidu. Mutovana alela bola oznaena pismenom T a nemutovana alela
pismenom A. Na nasledujucom elektroforeograme si zobrazené vsetky tri vznikajuce

genotypy (obr. 14).

T TT TT AA AA AT S

5 - GeneRuler™ 100bp Plus DINA Ladder (Thermo Scientific FermentasT™)

Obr. 13: Elektroforeogram amplifikovaného markera génu SOD1 po restrikcnom Stepeni pri

pouZziti primerov popisanych Zengom et al. (2014)

T TT T/;TTT AT AAS

5 - GeneFuler™ 100bp Plus DNA Ladder {Thermo Scientific FermentasTH)

Obr. 14: Elektroforeogram amplifikovaného markera génu SOD1 po restrikcnom Stepeni pri

pouZiti novonavrhnutych primerov
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6.4 Vyskyt mutovanych alel SOD1 génu v populacii testovanych jedincov

Vyskyt mutacie SOD1:c.118G>A bol testovany metdédou PCR-RFLP u populacie 303
bernskych salaSnickych psov a 28 psov plemien velky S$vajCiarsky salaSnicky pes,
entlebuchsky salasSnicky pes a appenzellsky salaSnicky pes patriacich do skupiny
SvajCiarskych salaSnickych psov. Rovnakd populacia bola testovand na mutéciu
SOD1:c.52A>T metdédou PRC-RFLP a pomocou kapilarnej elektroforézy. Analyza sekvencie
DNA pomocou kapilarnej elektroforézy bola zvolena na zaklade zistenia pritomnosti inzertu o
velkosti 79 bp u psov nestcich mutovand alelu. Ziskané vysledky sa u oboch metod

zhodovali. Genotypy testovanych jedincov st uvedené v nasledujucich tabul'kéch.
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Tab. 23: Prehlad vysledkov testovanych jedincov — 1. ast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
1 BSP F 4 Cz G/A AT 208/215
2 BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
3 BSP F 3 Cz G/A AT 208/215
4 BSP F 4 Cz G/G AT 208/215
5 BSP F 4 Cz G/G AT 208/215
6 BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
7 BSP F 2 SK G/A A/A 208/208
8 BSP M 3 SK G/A A/A 208/208
9 BSP F 3 SK G/A A/A 208/208
10 |BSP M 3 SK G/G A/A 208/208
11 |BSP M 4 SK G/G A/A 208/208
12 |BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
13 |BSP F 4 SK G/A AT 208/215
14 | BSP M 1 SK G/G A/A 208/208
15 |BSP M 1 SK G/G A/A 208/208
16 |BSP M 1 SK G/A A/A 208/208
17 |BSP F 1 SK G/G AJA 208/208
18 |BSP F 1 SK G/A A/A 208/208
19 |BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
20 |BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
21 |BSP M 2 Cz A/A A/A 208/208
22 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
23 |BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
24 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
25 |BSP F 2 Cz G/A AT 208/215
26 |BSP F 4 INA G/G AT 208/215
27 |BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
28 |BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
29 |BSP M 3 Cz G/G AJA 208/208
30 |BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
31 |BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
32 |BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
33 |BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
34 |BSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
35 |BSP M 2 INA G/A A/A 208/208
36 |BSP M 3 Cz G/G AT 208/215
37 |BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
38 |BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
39 |BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
40 |BSP F 2 Cz A/A A/A 208/208
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Tab. 23: Prehlad vysledkov testovanych jedincov — 2. ast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
41 |BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
42 | BSP F 2 INA G/A A/A 208/208
43 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
44 | BSP M 3 Cz G/G AT 215/215
45 | BSP M 2 Cz G/A AT 208/215
46 |BSP F 3 SK G/G A/A 208/208
47 | BSP M 2 INA G/A A/A 208/208
48 | BSP M 3 Cz G/A A/A 208/208
49 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
50 |BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
51 |BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
52 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
53 |BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
54 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
55 | BSP F 4 INA G/A A/A 208/208
56 |BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
57 |BSP F 2 Cz G/A AJA 208/208
58 |BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
59 |BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
60 |BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
61 |BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
62 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
63 | BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
64 |BSP F 2 INA G/G AT 208/215
65 |BSP F 4 INA G/G AT 208/215
66 |BSP F 2 INA G/A AT 208/215
67 |BSP M 3 INA G/A A/A 208/208
68 | BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
69 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
70 | BSP F 3 Cz A/A A/A 208/208
71 | BSP M 2 INA A/A A/A 208/208
72 | BSP F 2 INA G/G AT 208/215
73 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
74 | BSP M 3 Cz G/A A/A 208/208
75 | BSP M 2 Cz G/G T/T 215/215
76 | BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
77 |BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
78 | BSP F 2 INA G/A A/A 208/208
79 |BSP F 3 Cz A/A A/A 208/208
80 |BSP M 3 Cz G/A AT 208/215
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Tab. 23: Prehlad vysledkov testovanych jedincov — 3. ¢ast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
81 |BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
82 |BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
83 |BSP M 2 INA G/A AT 208/215
84 |BSP M 4 Cz G/A A/A 208/208
85 |BSP F 2 Cz AlA AJA 208/208
86 |BSP M 3 Cz G/A AT 208/215
87 |BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
88 |BSP M 3 Cz G/G A/A 208/215
89 |BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
90 |BSP F 2 Cz G/G T/T 215/215
91 |BSP F 3 Cz G/A AT 208/215
92 |BSP M 4 Cz A/A A/A 208/208
93 |BSP M 2 Cz G/G AT 208/215
94 |BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
95 |BSP M 2 INA G/G A/A 208/208
96 |BSP M 2 Cz G/G AT 215/215
97 |BSP M 2 Cz G/G AJA 208/208
98 |BSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
99 |BSP F 2 INA G/G A/A 208/208
100 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
101 | BSP M 2 Cz G/G AT 208/215
102 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
103 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
104 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
105 | BSP F 2 Cz A/A A/A 208/208
106 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
107 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
108 | BSP M 2 Cz G/A AT 208/215
109 | BSP M 3 Cz G/G AT 208/215
110 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
111 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
112 | BSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
113 | BSP F 4 Cz G/G AT 208/215
114 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
115 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
116 | BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
117 | BSP F 3 INA G/G AT 208/215
118 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
119 | BSP M 2 Cz A/A A/A 208/208
120 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
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Tab.

23: Prehl'ad vysledkov testovanych jedincov — 4. Cast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
121 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
122 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
123 | BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
124 | BSP F 2 Cz A/A A/A 208/208
125 | BSP F 2 Cz G/G AJA 208/208
126 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
127 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
128 | BSP F 2 INA G/A AT 208/215
129 | BSP M 3 INA G/G A/A 208/208
130 | BSP F 4 Cz A/A A/A 208/208
131 | BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
132 | BSP M 2 Cz G/G AT 208/215
133 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
134 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
135 | BSP M 3 Cz G/A A/A 208/208
136 | BSP F 2 SK G/G AT 208/215
137 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
138 | BSP M 2 Cz G/G AT 208/215
139 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
140 | BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
141 | BSP M 4 Cz G/G A/A 208/208
142 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
143 | BSP F 2 INA G/A A/A 208/208
144 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
145 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
146 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
147 | BSP F 4 Cz G/G AT 208/215
148 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
149 | BSP F 4 Cz G/G AJA 208/208
150 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
151 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
152 | BSP M 1 Cz G/G A/A 208/208
153 | BSP F 1 Cz G/G A/A 208/208
154 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
155 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
156 | BSP M 1 Cz G/G A/A 208/208
157 | BSP F 1 Cz G/A A/A 208/208
158 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
159 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
160 | BSP F 4 INA G/A A/A 208/208
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Tab.

23: Prehl'ad vysledkov testovanych jedincov — 5. Cast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
161 | BSP M 4 Cz G/G AT 208/215
162 | BSP F 3 Cz G/A AT 208/215
163 | BSP M 1 Cz G/G A/A 208/208
164 | BSP M 1 Cz G/G A/A 208/208
165 | BSP F 1 Cz G/G AJA 208/208
166 | BSP M 1 Cz G/G A/A 208/208
167 | BSP F 2 SK A/A A/A 208/208
168 | BSP F 2 SK G/A A/A 208/208
169 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
170 | BSP M 3 SK G/G A/A 208/208
171 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
172 | BSP F 1 SK G/A A/A 208/208
173 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
174 | BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
175 | BSP F 3 INA G/A A/A 208/208
176 | BSP F 4 INA G/G A/A 208/208
177 | BSP F 2 INA G/A AJA 208/208
178 | BSP F 4 INA G/G A/A 208/208
179 | BSP M 4 INA G/G A/A 208/208
180 | BSP M 4 INA G/G A/A 208/208
181 | BSP F 2 INA G/G A/A 208/208
182 | BSP M 1 SK G/A A/A 208/208
183 | BSP M 1 SK G/A A/A 208/208
184 | BSP M 1 SK A/A A/A 208/208
185 | BSP M 1 SK G/A A/A 208/208
186 | BSP F 1 SK G/A A/A 208/208
187 | BSP M 1 SK A/A A/A 208/208
188 | BSP F 1 SK G/A A/A 208/208
189 | BSP F 2 Cz G/A AJA 208/208
190 | BSP M 4 Cz G/G A/A 208/208
191 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
192 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
193 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
194 | BSP F 1 SK G/G A/A 208/208
195 | BSP F 1 SK G/A A/A 208/208
196 | BSP F 3 INA G/G A/A 208/208
197 | BSP M 2 INA G/A A/A 208/208
198 | BSP F 2 INA G/A A/A 208/208
199 | BSP F 4 INA G/G A/A 208/208
200 | BSP F 3 INA G/A AT 208/215
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Tab.

23: Prehl'ad vysledkov testovanych jedincov — 6. Cast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
201 | BSP F 2 INA G/A A/A 208/208
202 | BSP M 2 INA G/A A/A 208/208
203 | BSP F 4 INA A/A A/A 208/208
204 | BSP F 3 Cz G/A AT 208/215
205 | BSP F 3 Cz G/G AJA 208/208
206 | BSP M 2 Cz G/G AT 208/215
207 | BSP M 3 INA G/A A/A 208/208
208 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
209 | BSP F 3 INA G/A A/A 208/208
210 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
211 | BSP F 1 Cz G/A A/A 208/208
212 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
213 | BSP F 1 Cz G/A A/A 208/208
214 | BSP F 1 Cz A/A A/A 208/208
215 | BSP M 4 Cz G/G A/A 208/208
216 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
217 | BSP F 4 Cz G/A AJA 208/208
218 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
219 | BSP M 4 Cz G/A A/A 208/208
220 | BSP F 3 Cz A/A A/A 208/208
221 | BSP F 1 Cz G/A A/A 208/208
222 | BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
223 | BSP M 3 Cz G/A A/A 208/208
224 | BSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
225 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
226 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
227 | BSP F 2 Cz G/A AT 208/215
228 | BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
229 | BSP M 1 Cz G/A AJA 208/208
230 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
231 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
232 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
233 | BSP F 1 INA G/G A/A 208/208
234 | BSP F 1 Cz G/G AT 208/215
235 | BSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
236 | BSP M 3 Cz G/A AT 208/215
237 | BSP M 3 Cz G/G T/T 215/215
238 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
239 | BSP F 1 Cz G/G A/A 208/208
240 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
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Tab.

23: Prehl'ad vysledkov testovanych jedincov — 7. Cast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
241 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
242 | BSP F 4 Cz G/G AT 208/215
243 | BSP M 3 INA G/A AT 208/215
244 |1 BSP M 2 INA G/G A/A 208/208
245 | BSP M 1 INA G/G AJA 208/208
246 | BSP M 2 Cz G/A AT 208/215
247 | BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
248 | BSP F 4 Cz G/G A/A 208/208
249 | BSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
250 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
251 | BSP M 3 Cz G/G AT 208/215
252 | BSP M 1 SK G/A A/A 208/208
253 | BSP F 3 Cz A/A A/A 208/208
254 | BSP M 3 Cz G/A A/A 208/208
255 | BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
256 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
257 | BSP M 3 Cz G/G AJA 208/208
258 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
259 | BSP M 2 Cz G/A AT 208/215
260 | BSP F 1 Cz G/A A/A 208/208
261 | BSP M 2 Cz G/A AT 208/215
262 | BSP F 2 INA G/A A/A 208/208
263 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
264 | BSP M 3 Cz G/G AT 208/215
265 | BSP M 3 Cz G/A A/A 208/208
266 | BSP F 3 Cz G/G AT 208/215
267 | BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
268 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
269 | BSP F 3 Cz G/A AJA 208/208
270 | BSP M 2 INA G/A A/A 208/208
271 | BSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
272 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
273 | BSP F 2 Cz G/G AT 208/215
274 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
275 | BSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
276 | BSP F 1 Cz G/G A/A 208/208
277 | BSP F 1 Cz G/A AT 208/215
278 | BSP F 1 Cz G/G A/A 208/208
279 | BSP M 1 Cz G/G A/A 208/208
280 | BSP M 1 Cz G/G AT 208/215
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Tab.

23: Prehlad vysledkov testovanych jedincov — 8. Cast’

Vekova |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp v oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
281 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
282 | BSP M 1 Cz G/A A/A 208/208
283 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
284 | BSP F 2 SK G/G AT 208/215
285 | BSP F 1 Cz G/A AJA 208/208
286 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
287 | BSP F 1 Cz G/G AT 208/215
288 | BSP M 2 INA G/G AT 208/215
289 | BSP F 4 Cz G/A AT 208/215
290 | BSP M 2 Cz G/G AT 208/215
291 | BSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
292 | BSP M 2 Cz G/G T/T 215/215
293 | BSP F 2 Cz G/A AT 208/215
294 | BSP F 2 Cz G/G T/T 215/215
295 | BSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
296 | BSP F 3 SK G/G A/A 208/208
297 | BSP F 2 SK G/G AJA 208/208
298 | BSP F 3 SK G/A A/A 208/208
299 | BSP F 3 SK G/A A/A 208/208
300 | BSP M 2 SK G/G A/A 208/208
301 | BSP F 3 Cz G/A A/A 208/208
302 | BSP F 4 Cz G/A A/A 208/208
303 | BSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
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Tab. 23: Prehlad vysledkov testovanych jedincov — 9. Cast’

Vekovad |Krajina | Genotyp v mutacii | Genotyp v mutécii | Genotyp Vv oblasti
Plemeno | Pohlavie | kategdria | narodenia | SOD1:c.118G>A | SOD1:c.52A>T inzertu v géne SOD1
1 A F 4 Cz G/G A/A 208/208
2 A F 3 Cz G/G A/A 208/208
3 A F 2 Cz G/G A/A 208/208
4 A F 2 SK G/G A/A 208/208
5 A F 3 Cz G/G AlA 208/208
6 A F 2 PL G/G A/A 208/208
7 A F 3 Cz G/G A/A 208/208
8 ET M 3 Cz G/G A/A 208/208
9 ET M 2 Cz G/G A/A 208/208
10 |ET F 1 Cz G/G A/A 208/208
11 |ET M 1 Cz G/G A/A 208/208
12 |ET F 2 Cz G/G A/A 208/208
13 |ET F 2 Cz G/G A/A 208/208
14 |ET F 2 Cz G/G A/A 208/208
15 |ET F 2 Cz G/G A/A 208/208
16 |ET F 2 Cz G/G A/A 208/208
17 | VSSP M 2 Cz G/G AJA 208/208
18 | VSSP M 2 Cz G/A A/A 208/208
19 | VSSP F 2 Cz G/A AIA 208/208
20 | VSSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
21 | VSSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
22 | VSSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
23 | VSSP M 3 Cz G/G A/A 208/208
24 | VSSP F 2 Cz G/G A/A 208/208
25 | VSSP F 3 Cz G/G A/A 208/208
26 | VSSP M 2 SK G/G A/A 208/208
27 | VSSP F 2 Cz G/A A/A 208/208
28 | VSSP M 2 Cz G/G A/A 208/208
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6.5 Sekvenacnéa analyza exdnu 1 a exonu 2 génu SOD1

6.5.1 Porovnanie sekvencii exdnu 2 u vybranych zastupcov bernského salasnickeho psa

V rdmci modelovej populécie boli vybrani referencni jedinci na sekvenacnu analyzu. Kedze
Ziadny z testovanych jedincov neprejavoval priznaky degenerativnej myelopatie, boli jedinci
zvoleni na zéklade vysledkov PRC-RFLP. Kontrola pomocou sekvenécie bola uskutocnend u
vietkych jedincov urCenych na zéklade restrikéného Stepenia ako homozygétnych v
mutovanej alele. U vSetkych osekvenovanych psov sa potvrdil genotyp predpokladany po
PCR-RFLP teste. Nasledujuci obrazok ukazuje Gseky exénu 2 SOD1 génu v oblasti vyskytu
kauzalnej mutacie SOD1:¢c.118G>A asociovanej so vznikom degenerativnej myelopatie.
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Obr. 15: Oblast’ exénu 2 SOD1 génu u bernského salaSnickeho psa s vyskytom mutovanej

alely asociovanej s degenerativnou myelopatiou
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6.5.2 Porovnanie aminokyselinovej sekvencie proteinu kédovaného exénom 2 SOD1

génu u psa

Nukleotidové sekvencie ziskané sekvenaciou oblasti exénu 1 a 2 SOD1 génu boli spracované
programom BioEdit Version 7.0.9.0, ktory simuloval translaciu tychto oblasti. Sekvencie
aminokyselin kédovanych exonom 2 SOD1 génu, u jedincov nestcich homozygotni zostavu

mutovanej alebo nemutovanej alely, st zobrazené na obrazku.

Genotyp G/G

1 GGA AGT GGG CCT GTT GTG GTA TCA GGA ACC ATT ACA 36
1 Gly Ser Gly Pro Val Vval Val Ser Gly Thr lle Thr

37GGG CTG ACT GAA GGC GAG CAT GGA TTC CAC GTC CAT 72
13 Gly Leu Thr Glu Gly Glu His Gly Phe His Val His

73CAG TTT GGA GAT AAT ACA CAA 93
25 GIn Phe Gly Asp Asn Thr Gin

Genotyp A/A

1GGA AGT GGG CCT GTT GTG GTA TCA GGA ACC ATT ACA 36
1Gly Ser Gly Pro Val Val Val Ser Gly Thr lle Thr

37GGG CTG ACT AAA GGC GAG CAT GGA TTC CAC GTC CAT 72
13 Gly Leu Thr Lys Gly Glu His Gly Phe His Val His

73CAG TTT GGA GAT AAT ACA CAA 93
25 GIn Phe Gly Asp Asn Thr Gln

Obr 16: Poradie aminokyselin v proteine kddovanom exénom 2 SOD1 génu u psa

Ziskané poradie aminkyselin potvrdzuje z&menu amynokyselin v pripade vyskytu mutovanej
alely - vznik lyzinu miesto kyseliny glutdamovej. Tieto vysledky su Uplne totoZné s ostatnymi
Studiami zameranymi na genetické podmienenie degenerativnej myelopatie (Awano et al.,
2008; Zeng et al., 2014).
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6.6 Sekvenacia oblasti okolia exonu 1 SOD1 genu

Pre amplifikaciu okolia exonu 1 SOD1 genu bolo navrhnutych 6 primerov - A, B, C, D, E, F -
ktorych nukleotidové sekvencie st uvedené v tabulke 18. Uspesnost” amplifikacie a velkost
vzniknutych ~ fragmentov  bola preukdzanid separaCnou elektroforézou.  Ziskané
elektroforeoframy ukazujuce amplikony vzniknuté po jednotlivych kombinéciach primerov su
zobrazené na nasledujlcich obrézkoch (elektroforeogramy sG vysledkom teplotného

gradientu).

A-50D1-CZU-F + A-50D1-CZU-R  B-S0DI1-CZU-F + B-50D1-CZU-E

I 1 T 1
TI T2 T3 T4 T5T6 T7 T8 5§ T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 TR 5

S - GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific FermentasT™™)

Obr. 17: Elektroforeogram fragmentov vznikajucich po amplifikacii primerov A-SOD1-CZU-
F + A-SOD1-CZU-R a p B-SOD1-CZU-F + B-SOD1-CZU-R

C-S0OD1-CZU-F + C-S0D1-CZU-R D-SODI1-CZU-F +D-S0OD1-CZU-R
I 1 | |
TI T2 T3 T4 T5T6 T7 T8 8 T1. T2 T3 T4 T5T6 TT TE §

S - GeneRuler™ 100bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific FermentasT™)

Obr. 18: Elektroforeogram fragmentov vznikajucich po amplifikécii primerov C-SOD1-CZU-
F + C-SOD1-CZU-R a p D-SOD1-CZU-F + D-SOD1-CZU-R

70



E-S0D1-CZU-F +E-S0D1-CZU-R  F-SOD1-CZU-F + E-50D1-CZU-R

[ 1 I 1
TL T2 T3 T4 T5T6 T7 TB 8 TI T2 T3 T4 T5 T6é T? T8 S

5 - GeneRuler™ 100bp Plus DINA Ladder (Thermo Scientific Fermentas™)

Obr. 19: Elektroforeogram fragmentov vznikajucich po amplifikacii primerov A-SOD1-CZU-
F + A-SOD1-CZU-R a p E-SOD1-CZU-F + F-SOD1-CZU-R

Poradie nukleotidovych baz v okoli oblasti exonu 1 SOD1 génu u psa bolo uréené zoradenim
sekvencii ziskanych sekvenaciou amplikonov vzniknutych PCR reakciou pomocou
pocitaového programu Bioedit Sequence Alignment Editor. Této oblast’ bola osekvenovana u
dvoch vybranych zéastupcov plemena bernsky salaSnicky pes. Jeden z tychto psov je
povaZzovany za negativneho a druhy za pozitivneho v mutacii SOD1:c.52A>T. Ziskana
sekvencia je zobrazena na obrazku 20 a 21.
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ACAGGGAAGGGCCAAGAGAACGCGGACTCCGCCGGCCGGACCGGGGLCGLGGGGLGLEE
GGCGCGGGCCGACCCACCGAAGAAAAGGGGAGGCCGGGGCTTGTGACGCGCCGACCTCA
CGCAGCCTCAGAACCCCCCCTCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAACCATGACAAGCAATGAA
AACGGCCGAAAGCCCCCGGCTCGACGCGCCCCCCATCTCCCAGGAACGGAGGCGLCCCGT
CTTCGCCACGTTCGTATCACCAAGGACACTTGCAAACAAAGCGACTTAGGATATCGGAGG
CGCGCCACGGATACCTCGCTCTCGCAATCTCGCGGACGTACGGATCGGAAGGGAAAGGC
CGAATTTTTCCACAGTTCCATGTTTCTGGGCGTTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCG
GCGCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGLCGLCGGLCCCCCGTGGTCCCGLCCCCCGGLCCCTCCT
GGCCACTCACGTGCCGACGCCCCCAGGGGCGCGGGCCGGATGCGCGGGCGGCGATTGGL
TGCGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGCGLCGGLGLGLLCG
CCTCGGTTTGCGTCGGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGT
CGGAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGATGAAGGCCGTGTGCEG
TGTTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGC@CCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCG
GGGCGGAGGCCGGCGGLCCGGLCGGLGGGGCGGLCGLCCCGCGCACCTGTGLCLLCGGLGLGGL
GTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGCCGGGTTTGCGGGTTCG
CGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGLCGGLCGGGGLCGGLCGGCCGAGTGCTGAGTCACCGLGCG
GGCCCGGCGGGGGCGGCGGTGCGTGGCGAGGCCTGGGCGGGGGLCGCGGGGAAGGLGLEG
CCGGCCGCCCCLCLCGLCGGGTGCGGGGLCGTGCGGGGGLCLCCGCGACGGAGGGLCGAGGLLGGL
TGCCCCGGGGGCCGAGGCGGGACGTTTCCGCAGCGGCTGGCGGLCCCCTCCTTGCGGGGTC
GCTCTGTGGGTCCCGAGGCTCCTGCGGACTCGGAGTGGCGCAGTCCCGGGLCTGGLCLCGL
CCTTGAGGTCGGGGGTGGGGGTGGGGAGTGCGGCAGGGCCACCTGGGGCCGGGCGCAGC
CGTTACCCCGCGTCGGGGCTTCCTTTCCGCCCGGGAGCCCGCAGCCCGCAGCLCLCGTGGGL
ACGGCCGGTCCCGCGGCGGGTGCAGCGCAGCCCCCGGAGCTAGGGGGGTGGLCTTGTGCC
TCGTGAGTTCAGAGGGTCCTGGGAAACCAGACTCCTGCGACCGTCTCAGGAGTCAGAAAT
GAAACCATCGAATCCCTGAAGTGGTGGTAATGAGTAAAAGTTTGTTGTGCGCACAGCGGA
AGGCGGTCGTGAACCGGGGAGCACTCAGACCAAAAACAGGGAAGGAGGCTGGGGLGGG
GGGAGTGAGGGGGTGGGTGGGGGCGTATATTGTCCTAAAGCGGCTTAAATGGGGGAGAA
GGCAGGGACGGGGGTCACGGCAGTTTTCTTAAGCGATAAGAAATTGGTTAGCGGTCACC
ACACCCCGGCCTTGGGAAACAGTGTTTCCATAGGCTTAGGATCTCC

Obr. 20: Ziskand nukleotidova sekvencia u psa negativneho v mutéciii SOD1:c.52A>T.
Farebne je oznaCena sekvencia nukleotidov, ktora nie je popisana v databaze Ensembl. Alela,
u ktorej dochadza k mutécii, je vyznaCena ramcekom. Oblast’ exénu 1 SOD1 génu je

oznacena Zltou farbou
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ACAGGGAAGGGCCAAGAGAACGCGGACTCCGCCGGCCGGACCGGGGLCGLGGGGLGLEE
GGCGCGGGCCGACCCACCGAAGAAAAGGGGAGGCCGGGGCTTGTGACGCGCCGACCTCA
CGCAGCCTCAGAACCCCCCCTCCCCCCCCAAAAAAAAAAACCATGACAAGCAATGAAAA
CGGCCGAAAGCCCCCGGCTCGACGCGCCCCCCATCTCCCAGGAACGGATGCGCCCGTCTT
CGCCACGTTCGTATCACCAAGGACACTTGCAAACAAAGCGACTTAGGATATCGGAGGCG
CGCCACGGATACCTCGCTCTCGCAATCTCGCGGACGTACGGATCGGAAGGGAAAGGCCG
AATTTTTCCACAGTTCCATGTTTCTGGGCGTTTTAGAGCCGCTGGGCGGAGGGAGCCGGC
GCCGCGGGGCGCGAGGCTCCCCGCGCGGCCCCCGTGGTCCCGCCCCCCGGCCCCTCCTGEG
CCACTCACGTGCCGACGCCCCCAGGGGCGLCGGGCLCGGATGCGCGGGCGGLCGATTGGETG
CGGGCTGGGGTGGGCGGGGCGCGGCGCTCCGGCCTATAAGAGCGLCGLGGLGLGLLLGLL
TCGGTTTGCGTCGGCGTCTGCTGCGGCGTCCTCCGCTGCCCTCGGACTGCTGCAGCCGTCG
GAGCCCGGCCCGGAGCGCGCCCGCCCTCGCGAGTCATGGAGATGAAGGCCGTGTGCGTG
TTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCiCCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGG
GCGGAGGCCGGCGGCLCGGLGGLCCGGLGGLCGGGGCGGCGCCCGLCGCACCTGTGLLCCGGL
GCGGCGTCCGGTCGGGCCTCGGGCGGTCCTCGTCACGCCCCCGCGGCGLCCGGGTTTGCGG
GTTCGCGCCGCCCGAGGCCTGGACCCCGCGGCGGGGLCGGCGGCCGAGTGCTGAGTCACC
GCGCGGGCCCGGCGGGGGLCGGCGGTGCGTGGCGAGGLCLCTGGGCGGGGGLGLCGGGGAAG
GCGCGCCGGCCGCCCCCCGLCGGGTGLCGGGGLCGTGCGGGGGLCCCGCGACGGAGGGLCGAGG
CCGGCTGCCCCGGGGGCCGAGGCGGGACGTTTCCGCAGCGGLCTGGCGGLCCCTCCTTGCG
GGGTCGCTCTGTGGGTCCCGAGGCTCCTGCGGACTCGGAGTGGCGCAGTCCCGGGCCTGG
CCCGCCCTTGAGGTCGGGGGTGGGGGTGGGGAGTGCGGCAGGGCCACCTGGGGCLCGGGL
GCAGCCGTTACCCCGCGTCGGGGCTTCCTTTCCGCCCGGGAGCCCGCAGCCCGCAGLCCCG
TGGGCACGGCCGGTCCCGCGGCGGGTGCAGCGCAGCCCCCGGAGCTAGGGGGGTGGCTT
GTGCCTCGTGAGTTCAGAGGGTCCTGGGAAACCAGACTCCTGCGACCGTCTCAGGAGTCA
GAAATGAAACCATCGAATCCCTGAAGTGGTGGTAATGAGTAAAAGTTTGTTGTGCGCACA
GCGGAAGGCGGTCGTGAACCGGGGAGCACTCAGACCAAAAACAGGGAAGGAGGCTGGG
GCGGGGGGAGTGAGGGGGTGGGTGGGGGCGTATATTGTCCTAAAGCGGCTTAAATGGGG
GAGAAGGCAGGGACGGGGGTCACGGCAGTTTTCTTAAGCGATAAGAAATTGGTTAGCGG
TCACCACACCCCGGCCTTGGGAAACAGTGTTTCCATAGGCTTAGGATCTCC

Obr. 21: Ziskana nukleotidova sekvencia u psa pozitivneho v mutéciii SOD1:c.52A>T.
Farebne je oznaCend sekvencia nukleotidov, ktord nie je popisana v databdze Ensembl.
Mutovand alela je vyznaCend ram¢ekom. Oblast’ exdnu 1 SOD1 génu je oznaCena Zltou farbou

Sekvencia oznaCend na obrazku 22 je uvedena v celosvetovej databdze Ensembl ako
vyskytujuca sa na 31. a 25. chromozome v genome psa. Pritomnost’ tejto oblasti v ziskanej

sekvencii nebola preukdzana. Dévodom méZe byt nasadanie primerov v doteraz neznamej
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oblasti alebo chybné uvedenie tejto sekvencie v databaze. Na zéklade odhadu velkosti
produktu ziskaného amplifikdciou oblasti medzi primerami navrhnutymi pred neznamou
oblastou pred exdnem 1 a za touto sekvenciou je mozné uvazovat o chybnom zaradeni

oznaCenej sekvencie v SOD1 géne u psa.

Rl epid iR e pep e e e i ey g i e e i e g 2 g
Rl pdidl e g e i e A e g e g i e e e g e e i e e e e pp A A g
el il pididl e i e pe i e Al e i e p i e A e A e i e e e pp A 2 g
CAAAMCGTGTGCTGGCTCAAATTGTCTTTTGTCOTAACTAGAATAAGCCTTGATCT TACAT
TTTAAAATTTGGTTT TAAACGGATAATGACT TGAGCACAAATTATAGGAAGTCAAARAAT
ATGAAGGATTATAGGGATACAATATGT TAAGTGTAATTTTCAAAGGTCCTTTTTTGTGAG
GAATCACAGTAAATTTCTCTGAATACAAAATGACTGTGAAGTAACTCGTGCCCGTCTGCT
CTGTACCGCCGEEEECAAAGCTOTGATCACGC TGTCAGTGAGGGETCCTGAGGAGCGCAC
TCTTCTCTATGTGTCT TCCACCTATTCATAGAAAATTCTACCTGCAARAATACTCCACCAR
GTTGCAAAAACTAATAAAGEGAGTCAT TATGCACCATGAAAAGTCATGCTGT TATACAGC
COGGGAATCTTTTACTGTATAAATGAAACATGTTTTAGACCTTTTCTTTCTT TCAAACTC
TTTTCGTACTTTTCCTGTAAGAGCTCAGAATAARATATCTCTATTTCTGAACGACGGTARA
AGAGAAATGTTTATTCCTCTGT TTCCAACAGACCCCACAACCCAGATTTGGAGGET TAAC
CCAARAGGTCAAATGTTT TATATAATTCTCAGATGGATGT TCCTCGATCGGGCTCAGTAS
ATGGLTGGLEGCGTATATTGTCCTARAGCGGCTTAARATGEGEEAGAAGGCAGGEACEEEE
GICACGECAGTTITTICTTAAGCGATARGARRTTGRTTAGCGGTCACCACACCCCGRCCTTG
GEALACAGTGTTTCCATAGGCTTAGGATCTCCAGCGGOGTAGGTRAAGATATGACCCAGET
CEAGTTAGTCCTGCARAAGRRGCCARTTARGCTGTGCTITGIGT GACTARALTTGGTTITTG
TCCCATCAGGEA L TTTTCARGGCT GG CTCCCOITIGOTTTTGATTITAGCAGGRACAS

Obr. 22: Usek génu SOD1 lokalizovany za zatial’ neosekvenovanou oblastou chromozému 31
u psa (Ensembl, 2015)

Sekvenacia neznamej oblasti okolia exénu 1 génu SOD1 u psa odhalila niekol'ko rozdielov
medzi dvomi sekvenovanymi jedincami. U psa s mutaciou SOD1:¢c.52A>T sa vyskytuje inzert
o velkosti 7 bp nachadzajuci sa 53 bp za mutovanou alelou (Obr.24). TaktieZ sa u tohto psa
vyskytuje SNP 149. nukleotidovej bazy od zaCiatku sekvenovanej oblasti, zamena cytozinu za
adenin a 227. nukleotidovej bazy od zaCiatku sekvenovanej oblasti, zamena guaninu za tymin.
Tieto SNP sU zobrazené na obrazku 23. Obidve tieto bodové mutacie sa nachadzaju v
nekddujucich oblastiach génu, a preto je mozné predpokladat, Ze na vznik vysledného
proteinu nemaju vplyv.
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.30 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230
\ACCCCCCCTCCCCCCCCCCCAAAAAAAAAACCATGACAAGCAATGAAAACGGCCGAAAGCCCCCGGCTCGACGCGCCCCCCATCTCCCAGGAACGGAGGCGCCCGTCT

................. 2

Obr. 24: SNP nachadzajlce sa v novoosekvenovanej oblasti SOD1 génu u psa

1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 I 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1 | LI 1 1 | 1 1 1 1 | LI 1 I-l -I 1 1 1 | L] 1 1 | 1 1 1 1 | Ty 1 | 1 1 1 1 | LI B 1 | 1 1 1 1 | 1 L] 1 | 1 1 1 1 | 1 Ty | 1 1 1 1 | 1 LI B | 1 1 1 1 |£
720 730 740 750 760 770 780 790 800 810 820

GTTGAAGGGCCAGGGCCCGGTGGAGGGCACCATCCACTTCGTGCAGAAGGCAAGGGCGGGGCGGAGGCCGGLGGLCGGLGGL GGGGCGGCGCCCGCGCACCTGTGC

_____________________________________________________ CGGCGGC . . . . .o

Obr. 23: Oblast’ SOD1 génu s vyskytom mutacie SOD1:c.52A>T . Na obrazku je pozorovetelny SNP a inzert nachadzajlci sa u psa s mutaciou
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6.6.1 Porovnanie aminokyselinovej sekvencie proteinu kédovaného exénom 1 SOD1

génu u psa

Rovnako ako u exonu 2 bola i u exénu 1 simulovana translacia ziskanej nukleotidovej
sekvencie pomocou programu BioEdit Version 7.0.9.0. Poradie aminokyselin v proteine u
jedinca bez mutovanej alely a jedinca s dvomi mutovanymi alelami je zobrazeny na obrazku
25.

Genotyp A/A

1ATG GAG ATG AAG GCC GTG TGC GTG TTG AAG GGC CAG 36
1Met Glu Met Lys Ala Val Cys Val Leu Lys Gly Thr

37GGC CCG GTG GAG GGC ACC ATC CAC TTC GTG CAG AAG 72
13 Gly Pro Val Glu Gly Thr |lle His Phe Val Glu Lys

Genotyp T/T

1ATG GAG ATG AAG GCC GTG TGC GTG TTG AAG GGC CAG 36
1Met Glu Met Lys Ala Val Cys Val Leu Lys Gly Thr

37GGC CCG GTG GAG GGC TCC ATC CAC TTC GTG CAG AAG 72
13 Gly Pro Val Glu Gly Ser lle His Phe Val Glu Lys

Obr. 25: Poradie aminokyselin v proteine kddovanom exénom 1 SOD1 génu u psa.

Z obrazku je zjavné, Ze v pripade vyskytu mutacie dochadza k zamene aminokyseliny
threonin za serin. Tento vysledok sa zhoduje s vysledkami publikovanymi Wininger, et al.,om
(2014).

6.7 Dizkovy polymorfizmus navrhnutého markeru inzertu v intréne 1

génu SOD1 stanoveny kapilarnou elektroforézou

Na zaklade sekvenacie okolia exénu 1 génu SOD1 bol navrhnuty marker pre detekciu inzertu
v inténe 1 génu SOD1. Na nasledujicich obrazkoch si zobrazené vystupy z kapilarnej
elektroforézy. Jednotlivé piky ukazuju rozdiel vo velkosti alel navrhnutého markeru.
Predpoklad, Ze popisany inzert sa bude vyskytovat’ u jedincov s mutovanou 52. nukleotidovou
bazou SOD1 génu bol potvrdeny ako spravny.
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208 bp

Obr. 26: Vystup kapilarnej elektrofrézy pre navrhnuty marker inzertu v intréne 1 génu SOD1
- alely 208/208

208 bp
215 bp

Obr. 27: Vystup kapilarnej elektrofrézy pre navrhnuty marker inzertu v intréne 1 génu SOD1
- alely 208/215

215 bp

Obr. 28: Vystup kapilarnej elektrofrézy pre navrhnuty marker inzertu v intréne 1 génu SOD1
- alely 215/215
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6.8 Frekvencie vyskytu mutovanych alel génu SOD1 v testovanej populacii

psov a ich hodnotenie na zadklade populacnej genetiky

Na Statistické vyhodnotenie boli testovani jedinci rozdeleni do skupin podla plemena,
pohlavia (F+M), veku (1- do 1 roku, 2 - 1 az 3 roky, 3 - 3 az 6 rokov, 4 - nad 6 rokov) a
krajiny povodu (CR+SK+INA).

6.8.1 Mutacia 118. nukleotidovej bazy SOD génu

Mutované alely SOD1 génu sa vyskytli u zastupcov vsetkych plemien patriacich do skupiny
SvajCiarskych salaSnickych psov. Pocetnost’ vyskytu mutovanej alely je zobrazend v
tabulkdch 25 a 26. Mutécia je oznaCovanad podla vyskytujucej sa nukleotidovej bazy - A,

nemutované baza - G.

Plemeno | Genotyp | Skuto¢na pocetnost’ vyskytu | Frekvencia vyskytu
BSP G/G 156 0,51485
G/A 129 0,42574
A/A 18 0,05941
VSSP GIG 25 0,89286
ET G/A 3 0,10714
AP AIA 0 0,00000

Tab. 25: Skutocné pocetnosti a relativne frekvencie vyskytu mutacie SOD1:c.118G>A

Plemeno Alela Charakter dedi¢nosti | Frekvencia vyskytu
BSP G Dominatny 0,72772
A Recesivny 0,27228
VSSP G Dominatny 0,94643
ET, AP A Recesivny 0,05357

Tab. 26: Alelické frekvencie markeru génu SOD1

Na zaklade genotypovych a alelickych frekvencii boli vypocCitané hodnoty heterozyg6tnosti
testovanej populacie. U populdcie bernského salaSnickeho psa bola pozorovana
heterozygotnost’ rovnajuca sa 0,42574 a oCakavana heterozygornost’ bola na zaklade Hardy-
Weinbergovho zédkona 0,39628. U ostatnych plemien skupiny SvajCiarskych salaSnickych
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psov bola pozorovana heterozygotnost’ 0,10714 a oCakévana heterozygotnost’ bola 0,39628.
Rozdiely medzi o¢akavanou a pozorovanou heterozygotnostou st v ramci oboch skiimanych
populéacii vel'mi malé, a preto je mozné tieto populacie povaZzovat' za rovnovazne podla

Hardy-Weinbergovho z&kona.

Ziskaneé hodnoty heterozygotnosti slizili k vypoctu stupiia inbreedingu (Fis, ktory pre tento
marker u BSP méa hodnotu 0,07434. Na zaklade vel'mi nizkej hodnoty Fis je mozné usudit’, Ze

modelova populacia nie je inbreedna.
6.8.2 Mutacia 52. nukleotidovej bazy SOD1 génu

Mutéacia 52. nukleotidovej bazy génu SOD1 u psa bola testovana na rovnakej populdcii
SvajCiarskych saladnickych psov ako mutécia 118. nukleotidovej bazy SOD1 génu. Mutovana
alela bola detekovana len u plemena bernsky salasnicky pes, ¢o sa zhoduje s predpokladom,
Ze skumana mutécia je typicka len pre toto plemeno (Zeng et al., 2014). Mutécia je typu SNP,
a preto je v oznaCovana priamo nukleotidovou bazou, ktord sa v genotype nachadza. U
nemutovanej alely je to A, u mutovanej T. PoCetnost’ vyskytu mutovanej alely je zobrazend v
tabul'kéch 27 a 28.

Plemeno | Genotyp | Skuto¢na pocetnost vyskytu | Frekvencia vyskytu
BSP A/A 223 0,73597
AIT 75 0,24752
TIT 5 0,01650
VSSP | AJA 28 1,00000
ET AIT 0 0,00000
AP TIT 0 0,00000

Tab. 27: Skutocné pocetnosti a relativne frekvencie vyskytu mutécie SOD1:c.52A>T

Plemeno Alela Charakter dedi¢nosti | Frekvencia vyskytu
BSP A Dominatny 0,85974
T Recesivny 0,14026
VSSP A Dominatny 1,00000
ET, AP T Recesivny 0,00000

Tab. 28: Alelické frekvencie markeru génu SOD1
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Genotypové a alelické pocetnosti frekvencie boli pouZité na vypocet hodn6t heterozygotnosti.
U plemena bernsky salaSnicky pes sa pozorovana heterozygotnost’ rovnala 0,24752 a
oCakavana heterozygotnost' bola 0,24118. Vzhladom na velmi maly rozdiel medzi
oCakavanou a pozorovanou heterozygotnostou je mozné usudzovat, Ze tato populécia je

podla Hardy-Weinbergovho zakona v rovnovahe.

Z hodn6t heterozygotnosti bol vypocitany stupen inbreedingu v rdmci testovaného markeru,
ktory dosiahol hodnotu 0,02631. Takto nizka hodnota znamena, Ze testovana populacia nie je

inbreedna.
6.8.3 Statistické vyhodnotenie rozdielov medzi vytvorenymi skupinami

Statistické vyhodnostnie rozdielov bolo uskuto&nené pomocou stanovenia pravdepodobnosti
zhody oCakavanych a pozorovanych pocetnosti jednotlivych genotypov a alel medzi celou
testovanou populaciou (CP) a vytvorenymi skupinami a u skupin medzi sebou.

Skupina Genotypy Alely
Pravdepodobnost’ zhody (p)
CPxF 0,99966 0,99821
CPxM 0,99908 0,99707
FxM 0,99768 0,99527

Tab. 29: Vysledky p u parametra vyskytu mutacie SOD1:¢c.118G>A u skupin podla pohlavia

Skupina Genotypy Alely
Pravdepodobnost’ zhody (p)
CPxCR 0,99766 0,96801
CP x SK 0,96857 0,86406
CP x INA 0,98081 0,93815
CRx SK 0,95104 0,82902
CR x INA 0,96579 0,90425
SK x INA 0,98685 0,92801

Tab. 30: Vysledky p u parametra vyskytu mutacie SOD1:¢c.118G>A u skupin podla pévodu
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Skupina Genotypy Alely
Pravdepodobnost’ zhody (p)
CPx1 0,97629 0,90299
CPx2 0,99702 0,95812
CPx3 0,99574 0,95014
CP x4 0,97015 0,89635
1x2 0,98769 0,94750
1x3 0,95601 0,86104
1x4 0,89653 0,81083
2x3 0,98630 0,91065
2x4 0,95217 0,85848
3x4 0,98066 0,94405

Tab. 31: Vysledky p u parametra vyskytu mutacie SOD1:c.118G>A u skupin podla veku

Skupina Genotypy Alely
Pravdepodobnost’ zhody (p)
CPxF 0,99817 0,99230
CPxM 0,99511 0,98741
FxM 0,98372 0,97990

Tab. 32: Vysledky p u parametra vyskytu mutacie SOD1:c.52A>T u skupin podla pohlavia

Skupina | Genotypy Alely
Pravdepodobnost’ zhody (p)

CPxCR |0,99750 0,96138
CP xSK | 0,92482 0,78484
CP x INA | 0,99164 0,96494
CR xSK | 0,90575 0,75902
CR x INA | 0,98704 0,92975
SK x INA | Nie je mozné stanovit’ | 0,70255

Tab. 33: Vysledky p u parametra vyskytu mutacie SOD1:c.52A>T u skupin podla pévodu
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Skupina | Genotypy Alely

Pravdepodobnost’ zhody (p)

CPx1 |0,91719 0,77459
CPx2 |0,97973 0,89304
CPx3 |0,99686 0,97763
CPx4 |0,98967 0,93569

1x2 Nie je mozné stanovit' | 0,46016

1x3 Nie je mozné stanovit' | 0,58108

1x4 Nie je mozné stanovit' | 0,71810

2X3 0,98894 0,92448
2x4 0,96289 0,84803
3x4 0,98651 0,91579

Tab. 34: Vysledky p u parametra vyskytu muticie SOD1:¢c.52A>T u skupin podla veku

Z tabuliek 29 - 34 vyplyva, Ze medzi porovnavanymi skupinami nie je Ziadny Statisticky
priekazny rozdiel. Vysvetlenim méze byt fakt, Ze tieto mutécie su asociované so vznikom
degenerativnej myelopatie, ktora sa prejavuje az vo vysSom veku psa a z toho dévodu
nefunguje prirodzena selekcia tychto jedincov. | napriek moznosti testovat’ vyskyt kauzalnych
mutécii génu SOD1 nie je tento test zaradeny ako kritérium pre uchovnenie bernského
salaSnickeho psa nikde na svete, takZe v chove neexistuje ani vyraznejSia umela selekcia.

6.8.4 Frekvencie vyskytu mutovanych alel génu SOD1 v testovanej populécii psov pri

vedeni Uplnej selekcie proti mutovanej alele

Stanovy klubu $vajciarskych salasnickych psov v CR a na Slovensku nestanovujd ako jednu z
podmienok pre uchovnenie jedinca test na mutacie génu SOD1 asociované s vyskytom
degenerativnej myelopatie, takZe vyskyt tohto ochorenia nie je regulovany. Preto bola
navrhnutd modelova situdcia popisujuca frekvenciu vyskytu mutovanej alely v populdcii
bernského salasnickeho psa v pripade vedenia Uplnej selekcie proti mutovanej alele pocas 5,
10, 15 a 20 generécii. Graf 1 popisuje Uplna selekciu proti recesivnym homozygétom v
mutécii SOD1:c.118G>A a graf 2 ukazuje vplyv Uplnej selekcie proti recesivnym
heterozygdtom v mutécii SOD1:c.52A>T. Z grafu 1 je zjavné, Ze uZz po 1 generdcii Uplnej

selekcie proti mutovanej alele by sa jej vyskyt znizil na 21,4 % zo sucasnych 27,22 %. Graf 2
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ukazuje mozné zniZenie vyskytu mutovanej alely uz po 5 generéaciach na 8,24% zo sucasnych
14,02 %.

25,00% -
21,40%
20,00% -
15,00% -
11,53%
10,00% -
7,31%
5,36%
5,00% - 4,22%
0,00% T T T i T i 1
1generécia Sgenerdcii  10generdcii  15generdcii 20 generacii

Graf 1: Dopad Uplnej selekcie proti recesivnym homozygdtom v mutéacii SOD1:¢.118G>A na
vyskyt mutovanej alely v populécii bernského salasnickeho psa.

14,00% -
12,30%

12,00% -
10,00% -
8,24%
8,00% -
5,83%
6,00% -
4,51%

0
4,00% | i 368%
0,00% T T T T 1

lgenerdcia  5generdcii  10generdcii  15generdcii 20 generdcii

Graf 2: Dopad Uplnej selekcie proti recesivnym homozygotom v mutécii SOD1:c.52A>T na
vyskyt mutovanej alely v populécii bernského salasnickeho psa.

83



7 Diskusia
7.1 Vol'ba modelového plemena

Degenerativna myelopatia bola prvykrat popisana v roku 1973 u nemeckého ovciaka (Averill
et al., 1973), no v stcasnosti je znama u Sirokej Skaly plemien. Presny splstaci mechanizmus
tohto ochorenia nie je zndmy a jedinym potvrdenym faktorom je kauzélna mutacia 118.
nukleotidovej bazy génu SOD1. Wininger, et al. (2011) popisal mutaciu 52. nukleotidovej
bazy SOD1 génu charakteristicku len pre plemeno bernsky salaSnicky pes. Pre velky z&aujem
zo strany Slovenského klubu 3vajciarskych salasnickych psov a Ceského klubu 3vycarskych
salasnickych psiti o problematiku vyskytu degenerativnej myelopatie v chove som si zvolila
ako modelové plemeno prave bernského salaSnickeho psa. Vyber plemena tak rozsiril
modelové plemena (Cesko-slovensky viCiak, rodézsky ridgeback) testované na vyskyt mutacii
génu SOD1 na katedre genetiky Ceskej zemédelskej univerzity v Prahe. Zaradenie plemena
bernsky salasnicky pes do vyskumu génu SOD1 povaZzujem za vyznamné prave z dévodu
teoretickej moZnosti kumulécie dvoch kauzalnych mutécii génu SOD1. Ziskané vysledky
genetickych testov na DM umozZnia majitefom zostavit' vhodné priparovacie plany, a tym

obmedzit’ vyskyt mutovanej alely v chove.

7.2 lzolacia DNA a hodnotenie jej kvality a kvantity

Izolacia DNA je avodnym krokom vacSiny genetickych Studii. NajobvyklejSim zdrojom je
krv alebo bunky bukélnych sliznic (Milne et al., 2006). Bunky z bukalnych sliznic pri
spravnych podmienkach odolavaju rastu baktérii a rozpadu nukleovych kyselin, preto je
moZné povazovat' ich za stabilné celé tyZdne aZ mesiace (Harty et al., 2000).

Vzorky DNA urené na spracovanie v ramci mojej diplomovej prace boli odobraté z
bukéalnych sliznic jedincov za pouZzitia cytologickych kefiek. Tento spdsob je relativne
jednoduchy, bezbolestny (Milne et al., 2006) a psy tak nie su vystavené stresovej situacii. Na
rozdiel od odberu krvi ide o neinvazivnu metddu, ktord mozu uskutocnit’ samotni majitelia
psov a nie je potrebna pritomnost’ veterinara. Odber DNA z bukalnych sliznic je povaZzovany
za spolahlivy sp6sob a je popisany v mnozstve Studii zaoberajucich sa genotypom psa (Houf
et al., 2008; Imesa et al., 2012; Mealeya et al., 2005 ).
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Metddy izolacie DNA su v poslednych rokov povaZované za rutinné techniky, a preto
mnozstvo uznavanych autorov nepopisuje zdroj ani spésob izolacie DNA (Green et al., 2002;
Wininger et al., 2001). Awano, et al. (2008) zaoberajuci sa problematikou SOD1 génu
uvadza, Zze DNA pouzita v jeho Stadii pochadza zo zbierok izolovanej DNA. S mnoZstvom
dostupnych kitov na extrakciu a Cistenie DNA je mozné tento spdsob ziskavania DNA
povazovat' za najpouzivanejsi (Wolfgramm et al., 2009). Vyhodou vyuZitia komeréného kitu
je absolitna stalost’ podmienok a rychlosti izolacie.

Vo svojej diplomovej praci som DNA izolovala podla popisu uvedeného vyrobcom
NukleoSpin Tissue XS (Machery - Nagel). PouZitie tohto kitu nebolo popisané v Ziadnej
dostupnej Studii tykajacej sa detekcie mutacii SOD1 génu u psa. Autori venujuci sa
problematike genomu psa vyuZili iné komercné kity pracujiuce obdobnym sp6sobom - napr.
QlAamp® Tissue Kit (QIAGEN) (Pfeiffer et al., 2004) alebo IsoQuick extraction kit (Orca
Research Inc.) (Vila et al., 2003).

Z priemernej vytaznosti a parametrov cistoty je mozné usudit’, Ze ziskand DNA bola vysoko
kvalitnd, a teda plati predpoklad, Ze izoldcia DNA pomocou komeréného kitu je povaZzovana
za vhodny spdsob ziskania DNA adekvatnej kvality a kvantity pre PCR reakciu kratkych a
stredne dlhych DNA fragmentov (King et al., 2002).

7.3 Detekcia kauzalnych mutécii SOD1 génu u plemena bernsky

salasnicky pes

7.3.1 Metoda PCR - RFLP

Vznik degenerativnej myelopatie je bernského salaSnickeho psa asociovany s dvomi
kauzalnymi mutaciami. Awano, et al. (2008) vo svojej Stadii popisal mutaciu
SOD1:c.118G>A sp6sobujicu tvorbu lyzinu miesto kyseliny glutdmovej. Wininger, et al.
(2011) popisal druht substituénd mutaciu - zamenu 52. nukleotidovej bazy tyminu za adenin,
a tym zamenu aminokyseliny lyzin za threonin. Na detekciu oboch mutécii bola zvolena
metoda PCR-RFLP.

Na amplifik&ciu oblasti s vyskytom mutéacie 118. nukleotidovej bazy bola zvolena dvojica
primerov navrhnuta Awanom, et al. (2008). Ziskany amplikon ma velkost’ 79 bp. Poznatok,
Ze v pripade vyskytu mutovanej bazy dbéjde k zaniku rozpoznavacej sekvencie pre enzym

Eco571. bol klGCovy pri volbe restrikéné enzymu. Predpoklad vhodnosti Eco571 od
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spolocnosti Fermentas sa potvrdil a v pripade jedinca s nemutovanymi alelami bol PCR
produkt rozitiepeny na dva fragmenty o dizke 62 bp a 17 bp. Vzhl'adom na mald velkost
ziskanych fragmentov, bol pre fragmentaénd analyzu pouZity 5 % agardzovy gél. V CR ana
Slovensku je moZzné testovat muticiu SOD1:c.118G>A iv komer¢nych laboratériach
Laboklin (http://www.laboklin.cz/) alebo Slovgen (http://www.slovgen.sk/). Kedze ide

0 komer¢né pracoviska nie je znama metdda detekcie mutécie.

Primery na amplifikaciu oblasti s vyskytom mutécie 52. nukleotidovej bézy boli zvolené na
zaklade prace Distriblcia SOD1 alel pévodne asociovanymi s degenerativnou myelopatiou u
psa publikovanej v roku 2014 timom vedcov na Cele s Zengom, pricom ziskany fragment mal
velkost' 71 bp. Tieto primery boli pravdepodobne navrhnuté tak, aby obidva nasadali do
ex6nu 1 génu SOD1. VVzhl'adom na to, Ze celkova dizka exénu 1 SOD1 génu je 72 bp,
existovali znaCné limity pre navrhnutie tychto primerov. Fragment o tejto velkosti nie je
mozné povazovat' za optimalny na restrikéné Stepenie. Zeng, et al. (2014) vo svojej pilotnej
praci vyuZil pre detekciu mutacie Uplne ind stratégiu. VySSie uvedené primery pouZil
v technike RT-PCR, kde velkost' amplikonov nepredstavovala tak zasadny problém ako
u metddy restrikéneho Stepenia, ktoré som si zvolila ja. Exdn 1 je narocne amplifikovatel'ny
i z hl'adiska vy3Sieho zastupenia G-C parov baz. Tento problém som vyrieSila pridanim
DMSO aEnhanceru TMA oxalat (Top Bio) do reakénej zmesi. Pre zvySenie UCinnosti
denaturcie templatovej DNA som pouZila iniciatnd denaturacnu teplotu 97,0 °C
a v jednotlivych cykloch PCR bola tepmlatova DNA denaturovana pri 96,0 °C. Této teplota je
02 °C vysSia nez optimalna denaturacna teplota doporu¢ovana vyrobcom enzymu (Thermo
Scientific Fermentas™). Expirementalne sa potvrdilo, Ze i takéto zvySenie nespésobovalo
inhibiciu amplifikaCnej reakcie. Pri Standardnej denaturaCnej teplote 94 °C amplifikacia
neprebiehala. PriCinou je pravdepodobne to, Ze vysoké zastUpenie G-C parov baz sa nachadza
rovnako Vv inténe oddel'ujicom exdn 1 a exon 2 a v 5"upstreem oblasti. Tento predpoklad bol
potvrdeny kompletnym osekvenovanim okolia exénu 1 génu SOD1. Pomocou programu
Webcutter 2.0 bol vybrany vhodny restrikény enzym Banl. Spravnost’ vyberu sa potvrdila
vznikom dvoch fragmentov o dizke 34 bp a 37 bp u jedincov s obidvomi alelami
postihnutymi mutéciou. Pre odliSenie takto kratkych produktov restrikéného Stepenia bolo
potrebné pouzit 6% agarézovy gel, ktory vzhladom narychlost' polymerizacie je dost
narocné pripravit. Ani pouZitie takto koncentrovaného gélu neumoznilo kvalitné oddelenie
fragmentov velkosti 37 bp a 34 bp. Tento vysledok je jasne dokumentovany na obrazku 13.
Pre lepSiu rozliSitelnost’ fragmentov boli navrhnuté nové primery (tcggtttgcgtcggegtct a
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ccecgececttgecttetg) lemujuce produkt o velkosti 180 bp, ktory bol pomocou restrikéného
Stepenia rozdeleny na dva fragmenty o velkosti 145 bp a 35 bp. Pre fragmentacnt analyzu bol
pouZity 6 % agardzovy gel. Pre amplifikaciu tohto nového PCR-RFLP markera bolo potrebné
pouZit’ zvySenie denaturaCnej teploty rovnako ako u primerov publikovanych Zengom et al.
(2012).

Vysledky restrikEnych Stepeni oboch testovanych mutécii potvrdzuju hypotézu, Ze popisané
bodové mutécie vedu ku vzniku alebo zé&niku sekvencii dbleZzitych pre rozpoznanie

restrikcnym enzymom.

Vysledky detekcie oboch mutacii boli ozndmené majitel'om testovanych psov a z dévodu
maximalnej objektivity ziskanych vysledkov boli PCR amplikony heterozy6tov

a homoygotov nestcich mutéciu sekvenované.
7.3.2 Metdda Sangerovej sekvenéacie

Na overenie genotypu jedincov, u ktorych sa na elektroforeograme ukéazal predpoklad na

vyskyt mutovanej alely, bola zvolena metdda sekvenacie.

KedZe produkt ziskany s vyuzitim primerov zvolenych na PCR-RFLP u mutéacie SOD1.:c.
118G>A bol prili§ kratky na priamu sekvenaciu, boli pouzité nové primery. Vzhl'adom na
predpoklad vysokej homolégie v SOD1 géne u psov jednotlivych plemien som zvolila
primery, ktoré navrhla Dujkova (2013) amplifikujuce fragment o velkosti 79 bp. Tento
predpoklad sa ukazal spravny a potvrdil vyskyt identickej mutacie v 2. exéne SOD1 génu u
bernského salasnickeho psa, ako popisuji vo svojich odbornych pracach Awano et al. (2008)
a Green et al. (2002) a ktora je asociovana s degenerativnou myelopatiou.

Rovnakym spésobom bola pomocou Sangerovaj sekvenacie preukazana pritomnost’ mutacie
SOD1:c.52A>T. Tato analyza tieZz potvrdila, Ze vysledky restriktného Stepenia plne
koreSpondovali so sekven&nymi polymorfizmami, ktoré popisal Wininger et al. (2011).
Sekvenacna analyza mutacie SOD1:c.52A>T viedla k zisteniu, Ze na zaCiatku intrénu
oddelujaceho exén 1 aexdn 2 je u vSetkych jedincov nesucich mutovand alelu pritomny
inzert 7 bp. Tato skutoCnost’ sa stala zakladnou hypotézou, Ze je mozné navrhnat’ marker
detekujlci tento inzert, ktory vykazuje 100 % korelaciu s vyskytom kauzalnej mutécie
Sekvenacna analyza mutacie SOD1:¢c.52A>T.
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Na zéklade Stadii (Shelton et al., 2012; Awano et al., 2008, Wininger et al., 2011) je moZné
predpokladat’, Ze u bernského salaSnickeho psa obe tieto mutéacie budd viest ku zmene
poradia aminokyselin v polypeptidovom retazci (lyzin namiesto glutdmovej kyseliny a serinu
miesto threoninu) rovnako ako u inych popisanych plemien.

7.4 Detekcia dizkového polymorfizmu v oblasti intrénu 1 SOD1 génu

Pri sekvenacii okolia exénu 1 génu SOD1 bol zisteny vyskyt dizkového polymorfizmu v
oblasti intronu 1. Tento polymorfizmus sa vyskytol u jedinca postihnutého mutéciou 52.
nukleotidovej bazy v oboch alelach génu. Preto bol vysloveny predpoklad suvislosti mutacie
SOD1:c. 52A>T a pritomnosti inzertu. Z tohto dévodu som sa rozhodla navrhnat” vhodny
marker, ktory by odhalil dizkovy polymorfizmus v tomto Gseku génu SOD1 u bernského

salaSnickeho psa.

Pri navrhovani vhodnych primerov pre amplifikdciu daného Useku bola zistena pritomnost’
vysokého poctu G-C péarov baz, preto som si zvolila rovnaky metodicky postup, aky pouZili
Ito et al. (2004) a Niimi et al. (2001) pri Studiu dopaminoveho receptora DRD4. Tento postup
umoznil uspeSnu amplifik&ciu poZadovaného fragmentu o velkosti 208 bp alebo 215 bp,
podla pritomnosti €i nepritomnosti inzertu. V3etky vzorky boli resekvenované pomocou
kapilarnej elektroforézy. Fragment o vel'kosti 215 bp sa vyskytoval u jedincov s pritomnostou
mutovanej alely 52. nukleotidovej bazy. Ziskané vysledky sa teda absolUtne zhodovali s
genotypmi uréenymi pomocou metddy PCR-RFLP, ¢o potvrdilo hypotézu suvislosti
pritomnosti mutacie SOD1:c. 52A>T a inzertu 7 bp v 1. intréne génu SOD1. Vysledky testu
tohto markeru plne koreSpondovali s hodnotenim pritomnosti mutovanej alely pomocou PCR-
RFLP markeru. Bola tak potvrdena hypotéza, Ze vSetci jedinci u ktorych je na 1 chromozdme
pritomnd mutovana alela SOD1:c.52A>T nesu sucasne i spomenuty inzert 7 bp v intréne 1.
Tento vysledok podla mdjho nazoru potvrdzuje i pilotné experimenty Greena et al. (2002),
ktory identifikoval jednotlivé exony génu SOD1. Uplna korelacia medzi vyskytom mutovanej
alely a pritomnosti inzertu je podl’a méjho ndzoru vysledkom toho, Ze pri spravne fungujicom
crossing-overy a meidze nedochéddza k rekonbinécii v rdmci exénovych a intrénovych Casti
jedného génu. To znamena, Ze nie je mozné predpokladat, Ze by vznik gamety neslcej
pdvodnu nemutovanl sekvenciu exonu 1 a inzerciu v intréne 1 alebo naopak bol sp6sobeny

crossing-overom. Vysledky ziskané pri rieSeni diplomovej prace tato teoriu plne potvrdzuja.
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7.5 Sekvenacia okolia exénu 1 génu SOD1

V roku 2004 bola prvykrat publikovana sekvencia genomu psa (Mellersh, 2002). V stG¢asnosti
je zndme usporiadanie nukleotidovych baz priblizne 99 % celkového psieho genomu.
Nezname oblasti si v svetovych genomovych databazach, ako je Ensembl, oznaCované
pismenom N. Gén SOD1 je u psa lokalizovany na 31. chromozéme (Breen et al., 2001).
KedZe nukleotidova sekvencia exonu 1 SOD1 genu, ktoru popisuje Green et al. (2002),
nebola v databdze Ensembl lokalizovana, bol vysloveny predpoklad, Ze exon 1 a €ast’ intronu
1 SOD1 génu sa nachadza v zatial’ neosekvenovanej ¢asti genomu pred exénom 2.

Pre overenie tohto predpokladu boli navrhnuté 2 dvojice primerov. Primer SOD1predEX1 F
bol navrhnuty pred nezndmu oblast, primery SODlpredEX1 R a SOD1zaEX1l F boli
navrhnuté do exénu 1. Na zaklade analyzy sekvencii pril'ahlych oblasti bola zistend 97,57 %
homoldgia Useku 658 bp pred exénom 2 na 31. chromozome s Usekom umiestnenym na 25.
chromozome. Pre zabezpeCenie Specifickosti bol primer SOD1zaEX1 R navrhnuty aZ za tito
oblast’. Pre sekvenaciu boli zvoleni dvaja jedinci plemena bernsky saladnicky pes, jeden z
nich povazovany za pozitivneho a druhy za negativneho v mutacii SOD1:c. 52A>T . Pre
overenie tejto sekvencie boli navrhnuté kombinécie primerov A, B, C, D, E a F, ktorych
nukleotidové sekvencie s zaznamenané v tabulke 18. UskutoCnena amplifikacia potvrdzuje
hypotézu, Ze Pfu termostabilné polymerazy st schopné amplifikovat’ isek DNA s vysokym
zastUpenim G-C péarov baz.

V pripade pouZitia primerov A, B, C, D bola velkost" amplikonu odhadnutd na zéklade
elektroforézy (obr. 17 a 18) v plnom sulade s velkostou aplikonov predpokladanych pri
navrhovani primerov. Tento predpoklad bol jednoznane potvrdeny i vlastnym sekvenovanim
PCR produktov. Na druhej strane amplikony pri pouZiti primerov E a F vykazovali priblizne
0700 bp mensiu velkost oproti predpokladu (obr. 19). Itento vysledok bol potvrdeny
vlastnou sekvenaciou. Pomocou vyhladavacej funkcie databdzy Ensembl bolo potvrdené, Ze
ziskanym amplikonom chyba priblizne 660 bp, ktoré v databdzy Ensembl nasleduju
bezprostredne za neosekvenovaou (N) oblastou chromozému 31. Tato oblast’ dasahovala
vysokd homoldgiu s Gsekom 25. chromozdému. Je mozné, Ze navrhnuté primery teoreticky
nemuseli byt dostatocne Specifické a prisadali do neznamej Casti génu, a teda eSte pred tato
oblast’. Tato tedria by znamenala, Ze sekvencie pre nasadanie reverznych E a F primerov sa
vyskytuju eSte v jednej kdpii blizSie k exonu 1. Domnievam sa, Ze pravdepodobnost’ vyskytu

dvoch vysoko komplementarnych sekvencii k navrhnutym primerom je vel'mi nizka. Tomuto
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vysvetleniu nasvedCuje i znacné Specifikacia pri amplifikécii, ktora je zjavna z obrazku 19. Pri
amplifikacii sekvenovanych produktov bolo zédmerne pouzité PCR predlZovanie 150 sekdnd.
Tato doba by teoreticky umoznovala amlifikdciu vyrazne vacSich produktov nez 375 bp Ci
233 bp. Zobrazku 19 je jasné, Ze takého podmienky amplifikdcie neviedli ku vzniku
neSpecifickych fragmentov. O vysokej Specifickosti vzniku 375 bp €i 233 bp produktov
svedci i vybornd kvalita ich sekvenacie. Vysoku Specifickost” nasadania reverzovych primerov
podporuje ito, Ze pri kombinécii tychto primerov s forwardovymi primerami A, B aD
vznikali amplikony, ktoré boli tieZ kratSie priblizne o 700 bp oproti oCak&vaniu. Pomocou
primerov E a F boli hodnotené i dalSie plemena, na ktoré diplomova préaca nie je zamerana.
ISlo 05 zastupcov plemien rodézsky ridgeback, Ceskoslovensky viCiak, border teriér a
labradorsky retriever. U vSetkych testovanych plemien boli ziskané amplikony rovnakej
velkosti (375 bp €i 233 bp) ako u bernského salasnickeho psa.

Sekvencia génu SOD1 uvedena v databdze Ensembl a NCBI vychadza z medzinarodného
projektu sekvenacie psieho genomu realizovaného u feny boxera (Lindblad-Toh et al., 2005).
Je teoreticky mozné, Ze pri zostavovani tejto prvotnej celogenomickej sekvencie psa mohlo
dojst’ k nepresnostiam pri prepojovani jednotlivych fragmentov alebo je mozné sa priklonit
k tedrii, Ze 700 bp uvedenych v sekvencii boxera (Lindblad-Toh et al., 2005) bola sekvencia,
ktord bola charakteristickd iba pre konkrétneho jedinca. Zaujimavym zistenim je, Ze téato
sekvencia je vysoko homologna s oblastou chromozomu 25. Nie je moZné teoreticky vylucit,
Ze u sekvenovanej feny boxera (Lindblad-Toh et al., 2005) mohlo ddjst’ k duplikacii Casti 25.
chromozomu napriklad z dévodu aktivity retroelementov (Schmidt et al., 2012).

Vysledna sekvencia poskladana pomocou programu Bioedit Sequence Alignment Editor na
zaklade CiastoCne sa prekryvajucich fragmentov potvrdila predpoklad vyskytu exénu 1 génu
SODL1 v tejto oblasti, rovnako sa jeho nukleotidova Struktura zhodovala s tym, ¢o uvadza
Green et al. (2002). U jedinca povazovaneho za pozitivneho v mutécii SOD1:c. 52A>T sa
tento predpoklad potvrdil.

Medzi sekvenciami ziskanymi od testovanych jedincov bolo pozorovanych niekolko
polymorfizmov. U jedinca nestceho uZ popisovand mutaciu 52. nukleotidovej bazy
(Wininger et al., 2011) sa vyskytol inzert 7 bp v oblasti intronu 1 génu SOD1. U jedinca bez
mutovanej alely bol Usek nukleotidov CGGCGGC zopakovany dvakrat, zatial’ ¢o u jedinca s
mutovanou alelou bol zopakovany trikrat. Je mozné predpokladat, Ze tento inzert vznikol v

minulosti chybou polymerazy pri replikacii bunky a bol prenaSany na potomstvo spolu s
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mutaciou. Na zaklade predpokladu stvislosti medzi inzertom a mutaciou SOD1:c. 52A>T bol
navrhnuty metodicky postup na detekciu dizkového polymorfizmu pomocou kapilarnej
elektroforézy, ktory je diskutovany v predoSlej Casti kapitoly. Resekvenacia testovanej
populécie jednoznacne potvrdila existenciu predpokladanej suvislosti. Inzert je lokalizovany v
oblasti intronu 1 génu SOD1 a nezasahuje teda priamo do poradia aminokyselin vo
vznikajucom proteine, ale m6ze mat vplyv na zostrih (splicing) (Su et al., 2012) alebo
regulaciu expresie génu SODL. Pre potvrdenie alebo vyvréatenie tejto tedrie by bolo potrebné
uskuto¢nit’ rad dalSich preciznych analyz vychadzajacich zo sekvencie cDNA u psov
postihnutych degenerativnou myelopatiou. U rovnakého jedinca boli tieZ popisané dva SNP -
zamena 149. nukleotidovej bazy od zaCiatku sekvenovanej oblasti cytozin za adenin, a 227.
nukleotidovej bazy od zaCiatku sekvenovanej oblasti, guanin za tymin. Tato oblast’ nie je

priamou sucastou génu, a preto je mozné predpokladat’, Ze na vznik a funkciu proteinu nema

vplyv.

7.6 Analyza kauzalnych mutacii génu SOD1 asociovanych s

degenerativnou myelopatiou z hl'adiska populacnej genetiky

7.6.1 Variabilita a frekvencia alel génu SOD1 u plemien skupiny SvajCiarskych
salaSnickych psov

Ako uZ bolo uvedené, vznik degenerativnej myelopatie je u psa asociovany s dvomi
kauzalnymi mutéaciami SOD1 génu. U plemien, kde ochorenie bolo diagnostikované, sa autori
zhoduju na pritomnosti mutacie 118. nukleotidovej bazy nachadzajucej sa v 2. exdne (Awano
et al., 2008; Green et al., 2002). V roku 2011 uviedol Wininger et al. pripadova Studiu feny
bernského salaSnickeho psa s prejavom DM bez postihnutia mutaciou SOD1:c. 118G>A. Téato
Studia popisala inu kauzalnu mutéciu - SOD1:c. 52A>T, ktoré je rovnako spéjana so vznikom
DM. V sucasnej dobe je pritomnost’ tejto mutécie potvrdena len u plemena bernsky salaSnicky

pes.

V ramci diplomovej prace som hodnotila populaciu 303 bernskych salasnickych psov a 28

psov inych plemien patriacich do skupiny SvajCiarskych salasnickych psov.

Mutécia SOD1:c. 118G>A

Molekularne analyzy oblasti génu s vyskytom mutacie SOD1:c. 118G>A odhalili v ramci

testovanej populacie BSP 129 heterozygdv a 18 homozygétov v mutovanej alele. 42,57 %
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testovanej populacie teda tvorili prendsaci (G/A) a 5,94 % jedinci nesuci obe mutované alely.
Z vysledkov analyzy je mozné uviest, Ze frekvencia vyskytu mutovanej alely v populacii je
27,22 %. Rozsiahla Stadia urobend Zengom et al. (2014) popisuje rozlozZenie alel SOD1 génu
stvisiacich s vyskytom DM u skupiny 2 413 psov. ZastUpenie heterozygétov v tejto skupine
bolo 46,08 % a recesivnych homozygdtov 14,91 %. Celkova frekvencia vyskytu alely v tejto
populécii dosiahla 38 %. KedZe Zeng et al. uskutocnil svoj vyskum na univerzite Missouri v
Columbii v USA, je mozZné predpokladat, Ze nim testovana populacia je zloZena vacsinou zo
psov pochédzajucich z USA, zatial' o mnou skimand populdcia je zloZend prevazne z
jedincov pdvodom zo Slovenskej alebo Ceskej republiky. Vysledky oboch $tadii ukézali
priblizne rovnaky pocCet heterozygétov ale Stidia Zenga et al. uvddza aZz o 8,97 % viac
jedincov homozygotnych v mutovanej alele. Rozdiel vo vysledkoch jednotlivych Stadii méze
byt' spbsobeny oddelenim tychto populacii a malou pocetnostou importu zvierat z USA do
CR, ¢i z CR do USA. Ddvodom vyssej frekvencie mutovanej alely v populacii z USA mozu
byt’ aj volnejSie podmienky chovu a Castejsi vyskyt pribuzenskej plemenitbe v chove BSP v
USA.

V skupine ostatnych plemien radenych medzi SvajCiarske salaSnicke psy bolo zistenych 25
jedincov genotypu G/G a 3 jedinci nesuci mutovani alelu v heterozyg6tnej forme. Jedinec
homozygotny pre mutovanu alelu (A/A) nebol zisteny. Predpokladdm, Ze v pripade
uskuto€nenia Stadie s v&&Sim mnoZstvom testovanych psov tychto plemien by sa vzhl'adom na

pritomnost’ recesivnej alely v populacii takyto jedinec vyskytol.

Mutécia SOD1:c. 52A>T

Geénova analyza vyskytu mutéacie SOD1:c. 52A>T v modelovej populécii plemena bernsky
salaSnicky pes zistila pritomnost’ 223 jedincov bez mutovanej alely, 75 jedincov nesucich
jednu mutovant a jednu nemutovanu alelu a 5 jedincov nesucich obe mutované alely.
Percentudlne zastUpenie heterozygdtov v testovanej skupine bolo 24,75 % a recesivnych
homozygotov 1,65 %. Z tychto hodndt bola vypocitana frekvencia vyskytu mutovanej alely -
14,02 %. Zeng et al. (2014) v ramci svojej Stadie testoval psy aj na mutaciu 52. nukleotidovej
bazy SOD1. 18lo 0 912 jedincov plemena BSP z populacie v USA totoZznych s jedincami
uvedenymi v predchadzajicej kapitole. 59 psov bolo heterozygétnych a 2 jedince, vratane
feny publikovanej Winingerom et al. (2011), boli recesivhe homozygotne. Frekvencia
mutovanej alely v tejto populécii dosahuje 3,5 %. Vyrazne vySSi poCet heterozygétov a

homozyg6tov v mutovanej alele v mnou testovanej populacii je mozné oddvodnit’ Castou
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existenciou spolo¢ného predka medzi tymito jedincami. Je teda vysoko pravdepodobné, ze
niektory v minulosti Casto vyuZivany kryci pes bol nositeFfom homozygdtnej varianty mutécie
SOD1:c. 52A>T .

U zéstupcov ostatnych plemien patriacich do skupiny SvajCiarskych saladnickych psov nebol
zaznamenany vyskyt mutovanej alely. Zeng et al. (2014) nepotvrdil vyskyt mutovanej alely v
skupine 701 psov 56 réznych plemien (okrem BSP). Tieto Studie potvrdzuju hypotézu, Ze
mutécia SOD1:c. 52A>T je charakteristické pre plemeno bernsky salanicky pes.

Preto u plemien skupiny SvajCiarskych salasnickych psov (okrem BSP) nebola uskuto¢nena
Statistickd ani populacna analyza pre riziko vzniku chyby vyplyvajucej z nereprezentativnosti
vyberového stboru — malej poCetnosti zastupcov ostatnych plemien. Preto je mozné vyslovit
hypotézu, Zze mutacia SOD1:c. 52A>T vznikla az po oddeleni plemena bernsky sasniky pes od
ostatnych plemien psov patriacich do skupiny Svajciarskych salaSnickych psov. Naopak
mutécia SOD1:c. 118G>A sa vyskytuje u Sirokej Skaly plemien (Coates et al., 2010). Pri
rieSeni diplomovej prace sa potvrdilo, Ze mutované alely boli pritomné u vSetkych plemien
psov radenych do skupiny SvajCiarskych salaSnickych psov. Je teda mozné predpokladat’, Ze
mutacia SOD1:c. 118G>A je z evolu¢ného hl'adiska starSia nez mutacia SOD1:c. 52A>T.

Bol vysloveny predpoklad, Ze degenerativna myelopatia by sa mohla prejavit' i u jedincov
heterozyg6tnych v oboch kauzalnych mutaciach v pripade, Ze sa postihnuté alely nachadzaju
na rbznych chromozomoch. Takuto situaciu popisuje i Zeng et al. (2014) u 4 psov s prejavom
priznakov typickych pre DM.

7.6.2 Hodnotenie frekvencie vyskytu mutovanych alel génu SOD1 v testovanej

populacii psov pri vedeni Uplnej selekcie proti mutovanej alele

V diplomovej praci bola navrhnuta modelova situacia ukazujuca pokles frekvencie vyskytu
mutovanych alel SOD1 genu v pripade vedenia prisnej selekcie proti tymto alelam. Z grafov 1
a 2 uvedenych vo vysledkoch tejto prace je zrejmy vyrazny pokles frekvencie vyskytu
mutovanej alely v pripade, Ze by selekcia prebiehala po dobu 20 generécii. U mutécie
SOD1:c. 118G>A by vyskyt mutovanej alely poklesol 0 23 % a u mutécie SOD1:c. 52A>T o
10,34 %. Pre moznost’ UspeSnej selekcie by sa geneticky test na tieto mutacie musel stat’

povinnou sucastou vysetreni pri uchovneni zvierata.
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8 Zaver

V Uvode tejto diplomovej prace boli navrhnuté vedecké hypotézy, ktoré boli touto pracou

potvrdené a je mozné ich povaZovat’ za platne.
Ziskané vysledky mozno zhrnat’ do nasledujdcich bodov:

e Za UspeSnej spoluprace s Klubom Svaciarskych salasnickych psov na Slovensku a v
CR bolo pre $tidium kauzalnych mutécii SOD1 génu asociovanych s degenerativnou
myelopatiou ziskanych 303 vzoriek DNA od zastupcov plemena bernsky salasnicky
pes a 28 vzoriek DNA od z&stupcov ostatnych plemien patriacich do skupiny

SvajCiarskych salasnickych psov.

e Na zaklade informéacii z odbornych publikacii bol navrhnuty metodicky postup PCR-
RFLP na detekciu markera mutacie 118. nukleotidovej bazy SOD1 génu. Specifickost
tohto markera bola overena pomocou sekvenacie. VyuZitie dvojice primerov
navrhnutych Awanom et al. (2008) a restriktného enzymu Eco571 sa ukézalo ako

spravne.

e Sekvenacia vybranych jedincov potvrdila vyskyt mutacie SOD1:c. 118G>A u plemena

bernsky salasnicky pes rovnako ako aj u ostatnych testovanych plemien.

e Na zaklade Studie publikovanej Winingerom et al. (2011) bol navrhnuty metodicky
postup PCR-RFLP na detekciu mutacie 52. nukleotidovej bazy nachadzajucej sa v 1
edne SOD1 génu. Spravnost’ tohto markera bola overena sekvenéciou.

e Udaje ziskané sekvenaciou oblasti v okoli mutéacii SOD1:c. 118G>A a SOD1:c.
52A>T boli spracované pomocou pocitacového programu simulujdceho ich translaciu.
Poradie aminokyselin v simulovanom peptidovom retazci potvrdilo, Ze obe mutécie

maju vplyv na Struktdru, a teda i na funkciu vzniknutého proteinu.

e Testovani jedinci boli rozdeleni do skupin na zéklade pohlavia, krajiny pdvodu a veku.
Ziskané frekvencie jednotlivych genotypov a alel nepreukéazali Ziadne Statisticky

vyznamné rozdiely medzi skupinami.

e Za pomoci termostabilnej polymerdzy bola osekvenovana oblast’ okolia exénu 1 génu

SOD1, ktorej sekvencia nie je uvedena v medzindrodnej genomovej databaze
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Ensembl. V ziskanej nukleotidovej sekvencii bol zisteny vyskyt inzertu v oblasti
intrénu 1 SOD1 génu, a preto bol navrhnuty novy metodicky postup na detekciu tohto

inzertu pomocou kapilarnej elektroforézy.

e Vysledky ziskané v tejto diplomovej praci boli oznamené majitelom testovanych

Zvierat.

Tato diplomava praca oboznamila majitel'ov psov plemena bernsky salSnicky pes s ochorenim
degenerativna myelopatia a jeho genetickym podmienenim. Pocas spracovavania vzoriek
DNA z&ujem chovatel'ov o tato problematiku vyrazne vzréstol a mnoZstvo z nich sthlasilo so
zverejnenim vysledku i napriek tomu, Ze kluby $vajéiarskych saladnickych psov v CR a na
Slovensku nestanovuju test na mutacie SOD1 génu ako podmienku pre uchovnenie psa. Udaje
a grafy uvedené v kapitole vysledky poukazuju na moznost, ako relativne rychlo znizit
vyskyt mutovanej alely. Zo strany majitel'ov je preto zvySena snaha o vyber vhodnych péarov,

a tym o obmedzenie vyskytu degenerativnej myelopatie v chove.

95



9 Zoznam citovanej literatury

Ackerman, L. J. 2001. The Genetic Connection: A Guide to Health Problems in Purebred
Dogs. American Animal Hosp Assoc. Colorado. USA. p. 329. ISBN: 1583261575.

Afonso, V., Champy, R., Mitrovic, D., Collin, P., Lomri, A. 2007. Reactive oxygen species
and superoxide dismutases: Role in joint diseases. Joint Bone Spine. 74 (4). p.324-329.

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 1998. Zaklady
bunecnej biologie. Espero Publishing. Usti nad Labem. p.1503. ISBN: 80-902906-2-0.

Averill, D. R., 1973. Degenerative myelopathy in the aging German Shepherd dog: clinical
and pathologic findings. J Am Vet Med Assoc. 162 (12). p.1045-1051.,

Awano , T., Johnson, G. S., Wade, C. M., Katz, M. L., Johnson, G. C., Taylor, J. F., Perloski,
M., Biagi, T., Baranowska, 1., Long, S., March, P. A, Olby, N. J., Shelton, G. D., Khan, S.,
O’Brien, D. P., Lindblad-Toh, K., Coates , J. R. 2009. Genome - wide association analysis
reveals a SOD1 mutation in canine degenerative myelopathy tha resembles amyotrophic
lateral sclerosis. PNAS. 106 (8). p. 2794 - 2799.

Baker, P. G., Brass, A. 1998. Recent developments in biological sequence databases. Curr.
Opin. Biotechnol. 9 (1). p. 54-58.

Bartlett, J. M. S., Stirling, D. 2003. A Short History of the Polymerase Chain Reaction.
Methods in Molecular Biology. 226. p. 3-6.

Biancoa, A. M., Marcuzzia, A., Zanina, V., Girardellia, M., Vucha, J., Crovellaa, S. 2013.
Database tools in genetic diseases research. Genomics. 101 (2). p. 75-85.

Birney, E., Andrews, D., Caccamo, M., Chen, Y., Clark, ,e, L., Coates , G., Cox, T,
Cunningham, F., Curwen, V., Cutts, T., Down, T., Durbin, R., Fernandez-Suarez, X. M.,
Flicek, P., Graf, S., Hammond, M., Herrero, J., Howe, K., lyer, V., Jekosch, K., Kahari, A.,
Kasprzyk, A., Keefe, D., Kokocinski, F., Kulesha, E., London, D., Longden, 1., Melsopp, C.,
Meidl, P., Overduin, B., Parker, A., Proctor, G., Prlic, A., Rae, M., Rios, D., Redmond, S.,
Schuster, M., Sealy, I., Searle, S., Severin, J., Slater, G., Smedley, D., Smith, J., Stabenau,
A., Stalker, J., Trevanion, S., Ureta-Vidal, A., Vogel, J., White, S., Woodwark, C., Hubbard,
T. J. 2006. Ensembl 2006. Nucleic Acids Res. 34. p. 556-561.

96



Breen, M., Jouquand, S., Renier, C., Mellersh, C. S., Hitte, C., Holmes, N. G., Cheron, A.,
Suter, N., Vignaux, F., Bristow, A. E., Priat, C., McCann, E., Andre, C., Boundy, S., Gitsham.
P., Thomas, R., Bridge, W. L., Spriggs, H. F., Ryder, E. J., Curson, A., Sampson, J.,
Ostrander, E. A., Binns, M. M., Galibert, F. 2001. Chromosome-specific single-locus FISH
probes allow anchorage of an 1800-marker integrated radiationhybrid/linkage map of the

domestic dog genome to all chromosomes. Genome Res. 11. p. 1784-1795.

Case, L. P. 2013. The Dog: Its Behavior, Nutrition, and Health. John Wiley & Sons. USA. p.
497. ISBN: 1118701232.

Clark , R. D. 2014. Medical, Genetic & Behavioral Risk Factors of Bernese Mountain Dogs.
Xlibris Corporation. Bloomington. p. 24. ISBA: 1499043066.

Coates , J. R., Wininger , F. A. 2010. Canine degenerative myelopathy. Vet clin Small Anim.
40 (5). p. 929-950.

Crapo, J. D., Oury, T., Rabouille, C., Slot, J. W., Chang, L. Y. 1992. Copper, zinc superoxide
dismutase is primarily a cytosolic protein in human cells. Proc. Natl. Acad. Sci. 89 (21). p.
10405-104009.

Crispin, S. M. 2009. Notes on Veterinary Ophthalmology. John Wiley & Sons. USA. p.384.
ISBN: 1405145447,

Cunningham, F., Amode, M. R., Barrell, D., Beal, K., Billis, K., Brent, S., Carvalho-Silva, D.,
Clapham, P. Coates , G., Fitzgerald, S., Gil, L., Girén, C. G., Gordon, L., Hourlier, T., Hunt,
S. E., Janacek, S. H., Johnson, N., Juettemann, T., K&hari, A. K., Keenan, S., Martin, F. J.,
Maurel, T., McLaren, W., Murphy, D. N., Nag, R., Overduin, B., Parker, A., Patricio, M.,
Perry, E., Pignatelli, M., Riat, H. S., Sheppard, D., Taylor, K., Thormann, A., Vullo, A,
Wilder, S. P., Zadissa, A., Aken, B. L., Birney, A., Harrow, J., Kinsella, R., Muffato, M.,
Ruffier, M., Searle, S. M. J., Spudich, G., Trevanion, S. J., Yates, A., Zerbino, D. R., Flicek,
P. 2015. Ensembl 2015. Nucleic Acids Research. 43. p. 662-669.

Davies, K. J. 1987. Protein damage and degradation by oxygen radicals. J Biol Chem. Vol.
262. p. 9895-9901.

DeLahunta , A., Glass, E. 2009. Veterinary Neuroanatomy and Clinical Neurology. 3.th
edition. Elsevier Health Sciences. St. Luis. Missouri. p. 600. ISBN: 0721667066.

97



Delidow, B. C., Lynch, J. P., Peluso, J. J., White, B. A. 1993. Polymerase Chain Reaction.
Methods in Molecular Biology. 15. p. 1-29.

Deng, H. X., Hentati, A., Tainer, J. A., Igbal, Z., Cayabyab, A., Hung, W. Y., Getzoff, E. D.,
Hu, P., Herzfeldt, B., Roos, R. P. 1993. Amyotrophic lateral sclerosis and structural defects in
Cu,Zn superoxide dismutase. Science. 261 (5124). p. 1047-1051.

Erlich, H. A. 1989. Polymerase Chain Reaction. Journal of Clinical Immunology. 9 (6). p.
437-447.

Filippis, 1., McKee, M. L. 2012. Molecular Typing in Bacterial Infections. Springer Science
& Business Media. New York. USA. p. 484. ISBN: 1627031855.

Gottipati, S. 2008. Modulation of Manganese Superoxide Dismutase Activity by 17-beta
Estradiol. ProQuest. USA. p. 65. ISBN: 1109019327.

Green , S. L., Tolwani, R. J.,, Varma, S., Quignon, P., Galibert, F., Cork, L. C. 2002.
Structure, Chromosomal Location, and Analysis of the Canine Cu/Zn Superoxide Dismutase
(SOD1). Gene. J Hered. 93 (2). p. 119-124.

Greenlund, L. J. S., Deckwerth, T. L., Johnson, E. M. 1995. Superoxide dismutase delay
neuronal apoptosis: A role for reactive oxygen species in programmed neuronal death.
Neuron. 14 (2). p. 303-315.

Glinter, B. 2001. Bernsky salaSnicky pes. Timy Partners. Bratislava. p. 125. ISBN:
8080650179.

Hall, T. A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series. 41. 95-98.

Halliwell, B., Gutteridge, J. M. 1990. Role of free radicals and catalytic metal ions in human

disease: an overview. Methods Enzymol. 186. p. 1-85.

Hample, P., Ludington, M., Kling, K., Grandin, T., LaDuke, W., Hillman, J., Gaitskill, M.,
Trachtenberg, P. 2007. The Nature of Dogs. Simon and Schuster. New York. p. 168. ISBN:
1416542876.

98



Harper, L. 2004. Bernese Mountain Dog. Kennel Club Books. New Jersey. p. 160. ISBN:
1593782896.

Harty, L. C., Garcia-Closas, M., Rothman, N., Reid, Y. A., Tucker, M. A., Hartge, P. 2000.
Collection of buccal cell DNA using treated cards. Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev. 9. p.
501-506.

Hsu, J. L., Visner, G. A, Burr, I. A, Nick, H. S. 1992. Rat copper/zinc superoxide dismutase
gene: isolation, characterization, and species comparison. Biochem. Biophys. Res. Commun.
Vol. 186. p. 936-943.

Hui, K. M., Bidwell, J. L. 1993. Handbook of HLA Typing Techniques. CRC Press. p. 432,
ISBN: 0849305586.

Chen, B. Y., Janes, H. W. 2002. PCR Cloning Protocols. Springer Science & Business Media.
New York. USA. p.460. ISBN: 1592591779.

Cheng, L., Davidson, D. D., Zhang ,, D. Y., Parks, J. A. 2010. Molecular Genetic Pathology.
Springer Science & Business Media. New York. USA. p. 800. ISBN: 1597454052.

Imesa, D. L., Wictumb, E. J., Allardd, M. W., Sacks, B. N. 2012. Identification of single
nucleotide polymorphisms within the mtDNA genome of the domestic dog to discriminate
individuals with common HVI haplotypes. Forensic Science International: Genetics. 6 (5). p.
630—639.

Innis, M. A., Gelfand, D. H., Sninsky, J. T. 1995. PCR Strategies. Academic Press. San
Diego. California. p. 373. ISBN: 0080538541.

Ito, H., Nara H., Murayama, M. I., Shimada, M. K., Koshimura, A., Ueda, Y., Kitawa, H.,
Takeuchi, Y., Mori, Y., Murayama, Y., Morita, M., Iwasaki, T., Ota K., Tanabe, Y., Ito, S.
2004. Allele frequency Distribution of the Canine Dopamine Receptor D4 Gene Exon 11 and
| in 23 Breeds. Journal of Veterinary Medical Science. 66 (7). p. 815 — 820.

Kathmann, 1., Cizinauskas, S., Doherr, M. G., Steffen, F., Jaggy, A. 2006. Daily controlled
physiotherapy increases survival time in dogs with suspected degenerative myelopathy .
Journal of veterinary internal medicine. 20 (4). p. 927-932.

99



Kersey, P. J., Lawson, D., Birney, E., Derwent, P. S., Haimel, M., Herrero, J., Keenan, S.,
Kerhornou, A., Koscielny, G., Kahari, A., Kinsella, R. J., Kulesha, E., Maheswari, U., Megy,
K., Nuhn, M., Proctor, G., Staines, D., Valentin, F., Vilella, A. J., Yates, A. 2010. Ensembl
Genomes: extending Ensembl across the taxonomic space. Nucleic Acids Res. 38. p. 563-
569.

King, I. B., Satia-Abouta, J., Thornquist, M. D., Bigler, J., Patterson, R. E., Kristal, A. R.,
Shattuck, A. L., Potter, J. D., White, E. 2002. Buccal cell DNA yield, quality, and collection
costs: comparison of methods for large-scale studies. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 11.
p.1130-1133.

Kumar, A., Garg, N. 2005. Genetic Engineering. Nova Publishers. New York. USA. p. 207.
ISBN: 9781594547539.

Leonard, D. G. B. 2007. Molecular Pathology in Clinical Practice. Springer Science &
Business Media. New York. USA. p. 600. ISBN: 0387332278.

Levanon, D., Lieman-Hurwitz, J., Dafni, N., Wigderson, M., Sherman, L., Bernstein, Y.,
Laver-Rudich, Z., Danciger, E., Stein, O., Groner, Y. 1985. Architecture and anatomy of the
chromosomal locus in human chromosome 21 encoding the Cu/Zn superoxide dismutase.
EMBO J. 4 (1). p. 77-84.

Lindblad-Toh, K., Wade, C. M., Mikkelsen, T. S., Karlsson, E. K., Jaffe, D. B., Kamal, M.,
Clamp, M., Chang, J. L., Kulbokas, E. J., Zody, M. C., Mauceli, E., Xie, X., Breen, M.,
Wayne, R. K., Ostrander, E. A., Ponting, C. P., Galibert, F., Smith, D. R., deJong, P. J.,
Kirkness, E., Alvarez, P., Biagi, T., Brockman, W., Butler, J., Chin, Ch.-W., Cook, A., Cuff,
J., Daly, M. J., DeCaprio, D., Gnerre, S., Grabherr, M., Kellis, M., Kleber, M., Bardeleben,
C., Goodstadt, L., Heger, A., Hitte, Ch., Kim, L., Koepfli, K.-P., Parker, H. G., Pollinger, J.
P., Searle, S. M. J., Sutter, N. B., Thomas, R., Webber, C., Lander, E. S. 2005. Genome
sequence, comparative analysis and haplotype structure of the domestic dog. Nature. 438 (8).
803-819.

Maloy, S., Hughes, K. 2013. Brenner's Encyclopedia of Genetics. 2nd Edition. Elsevier
Science & Technology Books. USA. p. 4368. ISBN: 0123749840.

Matthews, N. S., DelLahunta , A., 1985. Degenerative myelopathy in an adult miniature
poodle. Journal of American veterinary mediacal association. 186 (11). p. 1213-1215.

100



McCord, J. M., Fridovich, 1. 1969 Superoxide dismutase. An enzymic function for
erythrocuprein (hemocuprein). J Biol Chem. 244 (22). p. 6049-6055.

Mealeya, K. L., Munyard, K. A., Bentjen, S. A. 2005. Frequency of the mutant MDR1 allele
associated with multidrug sensitivity in a sample of herding breed dogs living in Australia.
Veterinary Parasitology. 131 (3-4). p. 193-196.

Mellersh, C. 2008. Give a dog a genome. The Veterinary Journal. 178 (1). p. 46-52.

Miao, L., St. Clair, D. K. 2009. Regulation of superoxide dismutase genes: Implications in
disease. Free Radical Biology and Medicine. 47. (4). p. 344-356.

Milne, E., Van Bockxmeer, F. M., Robertson, L., Brisbane, J. M., Ashton, L. J., Scott, R. J.,
Armstrong, B. K. 2006. Buccal DNA Collection: Comparison of Buccal Swabs with FTA
Cards. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev. 15. p. 816.

Niemann, S., Broom, W. J., Brown, R. H. 2007. Analysis of a genetic defect in the TATA
box of the SOD1 gene in a patient with familial amyotrophic lateral sclerosis. Muscle and
Nerve. 36 (5). p. 704-707.

Niimi, Y., Murayama, M. I., Kato, K., Matsuura, N., Murayama, Y., Ito, S., Momoi, Y.,
Konno, K., Iwasaki, T. 2001. Breed Differences in Allele Frequency of the Dopamine
Receptor D4 Gene in Dogs. The Journal of Heredity. 92 (5), 433 — 436.

Ogawa, M., Uchida, K., Yamato, O., Inaba, M., Uddin, M. M., Nakayama, H. 2013. Neuronal
Loss and Decreased GLT-1 Expression Observed in the Spinal Cord of Pembroke Welsh
Corgi Dogs With Canine Degenerative Myelopathy. Veterinary Pathology. 51 (3). p. 591-
602.

Ostrander, E. A., Ruvinsky, A. 2012. The Genetics of the Dog. 2nd edition. CABI publishing.
Oxfordshire. United Kingdom. p. 537. ISBN: 1845939409.

Pelt-Verkuil, E., Belkum, A., Hays, J. P. 2008. Principles and Technical Aspects of PCR
Amplification. Springer Science & Business Media. New York. USA. p. 342. ISBN:
1402062419.

Pfeiffer, 1., VOlkela, I., Taubert, H., Brenig, B. 2004. Forensic DNA-typing of dog hair: DNA-
extraction and PCR amplification. Forensic Science International. 141 (2-3). p. 149-151.

101



Polizopoulou, Z. S., Koutinas, A. F., Patsikas, M. N., Soubasis, N. 2008. Evaluation of
proposed therapeutic protocol in 12 dogs with tentative degenerative myelopathy. Acta
Veterinaria Hungarica. 56(3). p. 293-301.

Primrose, S. B., Twyman, R. M. 2006. Principles of gene manipulation and genommics. 7th
edition. Blackwell Publishing. Oxford. United Kingdom. p. 672. ISBN: 978-1-4051-3544-3.

Riggsbee, N. 2007. Bernese Mountain Dogs: Everything about Purchase, Care, Nutrition,
Behavior and Training. Barron's Educational Series. New York. USA. p. 95. ISBN:
07641359209.

Rozen, S., Skaletsky, H. 2000. Primer3 on the WWW for general users and for biologist
programmers. Methods in Molecular Biology. 132. 365 — 386.

Saiki, R. K., Gelfand, D. H., Stoffel, S., Scharf, S. J., Higuchi, R., Horn, G. T., Mullis, K. B.,
Erlich, H. A. 1988. Primer-directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable
DNA polymerase. Science. 239 (4839). p. 487-491.

Sarsour, E. H. 2006. Manganese Superoxide Dismutase Regulates Entry Into and Exit from
the Mammalian Cell Cycle. ProQuest. USA. p.118. ISBN: 0542796015.

Serre, J. L. 2007. Diagnostic Techniques in Genetics. John Wiley & Sons. UK. p. 270. ISBN:
0470870265.

Shehnam, S. 2012. Polymerase Chain Reaction. Lulu Publisching. UK. p. 72. ISBN:
9781105728938.

Shelton, G. D., Johnson, G. C., O"Brien, D. P., Katz, M. L., Pesayco, J. P., Chang, B. J.,
Mizisin, A. P., Coates , J. R. 2012. Degenerative myelopathy associated with a missense
mutation in the superoxide dismutase 1 (SOD1) gene progresses to peripheral neuropathy in
Pembroke Welsh Corgis and Boxers. Journal of the neurological sciences. 318 (1-2). p. 55-64.

Sheng, Y., Abreu, I. A,, Cabelli, D. E., Maroney, M. J., Miller, A. F., Teixeira, M., Valentine,
J. S. 2014. Superoxide dismutases and superoxide reductases. Chemical Rev. 114 (7). p.
3854-3918.

Schmutz, S. M., Cornwell, D., Moker, J. S., Troyer, D. L. 1996. Physical mapping of SOD1 to
bovine chromosome 1. Cytogenet. Cell Genet. 72 (1). p. 37-39.

102



Schochetman, G., Ou, CH., Jones, W. K. 1988. Polymerase Chain Reaction. The Journal of
Infectious Diseases. 158 (6). p. 1154-1157.

Smith, S. H. 1995. The New Bernese Mountain Dog. Wiley. USA. p. 272. ISBN:
0876050755.

Su, Z., Gu, X. 2012. Revisit on the evolutionary relationship between alternative splicing and
gene duplication. Gene. 504 (1). p. 102-106.

Turner, B. J., Talbot, K. 2008. Transgenics, toxicity and therapeutics in rodent models of
mutant SOD1-mediated familial ALS. Prog. Neurobiol. 85 (1). p. 94-134.

Vila, C., Walker, C., Sundqvist, A. K., Flagstad, O., Andersone, Z., Casulli, A., Kojota, 1.,
Valdmann, H., Halverson, J., Ellegren, H. 2003. Combinated use of maternal, paternal and bi-
parental genetic markers for the identification of wolf-dog hybrids. Herenity. 90 (1). p. 17-24.

Wininger , F. A, Zeng , R., Johnson, G. S., Katz, M. L., Johnson, G. C., Bush, W. W., Jarboe,
J. M., Coates , J. R. 2011. Degenerative Myelopathy in a Bernese Mountain Dog with a Novel
SOD1 Missense Mutation. J Vet intern Med. 25 (5). p. 1166-1170.

Wiseman, H., Halliwell, B. 1996. Damage to DNA by reactive oxygen and nitrogen species:
role in inflammatory disease and progression to cancer. Biochem J. 313 . p. 17-29.

Wolfgramm, E. V., Carvalho, F. M., Aguiar, V. R. C., Sartori, N. P., Hirschfeld-Campolongo,
G. C. H., Tsutsumida, W. M., Louro, I. D. 2009. Simplified buccal DNA extraction with
FTA® Elute Cards. Forensic Science International: Genetics. 3 (2). p. 125-127.

Xu, A. 2008. Development in Electrophoresis: Instrumentation for Two-dimensional Gel
Electrophoresis of Protein Separation and Application of Capillary Electrophoresis in Micro-
bioanalysis. ProQuest. lowa. USA. p. 118ISBN: 0549688404.

Zelko, 1. N., Mariani, T. J., Folz, R. J. 2002. Superoxide Dismutase multigene family: a
comparison of the Cu-Zn-SOD (SOD1), Mn.SOD (SOD2) and EC-SOD (SOD3) gene
structures, evolution and expression. Free Radic Biol Med. 33 (3). p. 337-349.

Zeng, R., Coates, J. R., Johnson, G. C., Hansen, L., Awano , T., Kolicheski, A., lvansson, E.,
Perloski, M., Lindblad-Toh, K., O"Bien, D. P., Guo, J., Katz, M. L., Johnson, G. S. 2014,

103



Breed Distribution of SOD1 Alleles Previously Associated with Canine Degenerative
Myelopathy. J Vet Intern Med. 28 (2). p. 515-521.

Zhang , Y., Zhao, W., Zhang ,, H. J., Domann, F. E., Oberley, L. W. 2002. Overexpression of
copper zinc superoxide dismutase suppresses human glioma cell growth. Journal of Cancer
Research. 62 (4). p. 1205-1212.

Barschi, M. 2006. Bernese Mountain Dog Club of Great Britain & Margret Bartschi, 2006.
[cit.2015-01-25].

Dostupné z

<http://www.bmdinfo.org/bmdhistory/2006_Bartschi BMDCGB_Centenary.pdf>.

Obr. 1: Afonso, V., Champy, R., Mitrovic, D., Collin, P., Lomri, A. 2007. Reactive oxygen
species and superoxide dismutases: Role in joint diseases. Joint Bone Spine. 74 (4). p.324—
329.

Obr. 2: Zelko, I. N., Mariani, T. J., Folz, R. J. 2002. Superoxide Dismutase multigene family:
a comparison of the Cu-Zn-SOD (SOD1), Mn.SOD (SOD2) and EC-SOD (SOD3) gene
structures, evolution and expression. Free Radic Biol Med. 33. p. 337-349.

Obr. 3: Miao, L., St. Clair, D. K. 2009. Regulation of superoxide dismutase genes:
Implications in disease. Free Radical Biology and Medicine. 47. (4). p. 344-356.

Obr. 4: Green, S. L., Tolwani, R. J., Varma, S., Quignon, P., Galibert, F., Cork, L. C. 2002.
Structure, Chromosomal Location, and Analysis of the Canine Cu/Zn Superoxide Dismutase
(SOD1). Gene. J Hered. 93 (2). p. 119-124.

Obr. 5: Rabinow, P. 1996. Making PCR: A Story of Biotechnology. University of Chicago
Press. Chicago. USA. p. 190. ISBN: 0226701476.

Obr. 6: Shehnam, S. 2012. Polymerase Chain Reaction. Lulu Publisching. UK. p. 72. ISBN:
9781105728938.

Obr. 7: Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 1998.
Zaklady bunecnej bioldgie. Espero Publishing. Usti nad Labem. p.1503. ISBN: 80-902906-2-
0.

104



Obr. 8: Chen, B. Y., Janes, H. W. 2002. PCR Cloning Protocols. Humana Press. New Jersey.
USA. p. 460. ISBN: 1592591779.

Tab. 1: Morgan , B. R., Coates , J. R., Johnosn, G. C., Shelton, G. D., Katz, M. L. 2014.
Characterization of thoracic motor and sensory neurons and spinal nerve roots in canine
degenerative myelopathy, a potential disease model of amyotrophic lateral sclerosis. Journal
of neurological Research. 92 (4). p. 531-541.

105



10 Zoznam pouzitych skratiek

A - adenin

ALS - amyotroficka lateralna skler6za

bp - base pair (poCat parov baz v molekule DNA)

BSP - bernsky salasnicky pes

C- cytozin

cDNA - complementary DNA (DNA vzniknuta spatnym prepisom z RNA)
ddH,0 - dvakréat deionizovana voda

DM - degenerativna myelopatia

DNA - deoxyribonukleova kyselina

Ensembl - mezinarodni nukleotidova databaze

FCI - mezinarodna kynologicka federacia (Fédération Cynologique Internationale)
G - guanin

NCBI - nukleotidova databdza mezinarodného centra pre biotechnologické informaécie

(National Center for Biotechnology Information)
ng - nanogram (10 g)
PCR - polymerase chain reaction (polymerdzova retazova reakcia)

RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism (dizkovy polymorfizmus restrikénych

polymorfizmov)
RNA - ribonukleova kyselina
ROS - reactive oxygen species (reaktivne formy kyslika)

SNP single nucleotide polymorphism (jednonukleotidovy polymorfismus)
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SOD1 - superoxid dismutéaza 1
T- tymin

TBE Tris-boréatovy pufer

TE Tris-EDTA pufer

ul - mikrolitr (107 litra)
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11 Prilohy

Priloha 1: Pufry a roztoky pouZité pfi elektroforetickej separacii DNA markera

Priloha 2: Obrazova dokumentéacia plemena bernsky salasnicky pes
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11.1 Prilohal: Pufry a roztoky pouzité pfi elektroforetickej separacii DNA

markera — upravené podl'a Sambrook et al., (1989)

NanéSaci pufer NP

e 0,25 % bromfenolova modra — sodné sol’ (Serva, SRN)
e 0,25 % xylencyanolovd modréa FF (Sigma, USA)

e 15,0 % ficol (Sigma, USA)

e Rozpustené v ddH20

e Uchovavané pii 4 °C

10 x TBE pufer
e 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
e 10 mM EDTA (Sigma, USA)

e Uchovavané pii 4 °C

1 x TBE pufer
e Nariedenie 10 x TBE pufru ddH20

e Uchovavané pii 4 °C

Zasobny roztok ethidium bromidu
e 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
e 1mlddH20

e Uchovavané pii 4 °C

Elektrodovy pufer
e 1500ml1xTBE

e 75 pl z&sobniho roztoku ethidium bromidu
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11.2 Priloha 2: Obrazova dokumentécia plemena bernsky salasnicky pes

Fotografie st zverejnené so suhlasom Hany Chovancovej, chovatelky bernskych saladnickych

psSov.
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