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Alelicka variabilita genu pro dopaminovy receptor (DRDA4)
u vybranych plemen psii vyuzZivanych pro asistencni ucely

Souhrn
Predmétem této prace bylo posouzeni genetické variability genu DRD4 u vybranych

plemen pst, bézné vyuzivanych pro asistencni ucely. Pfedpoklada se, ze zminény gen mize mit
vliv na psychické vlastnosti jedinci u zvifat i ¢lovéka.

Uvodni teoreticka &ast byla vénovana popisu konkrétnich zkoumanych plemen a jejich
vyuziti V asistencnich aktivitach. Déle byly shrnuty védecké poznatky tykajici se genu DRD4
a fungovani dopaminové receptoru D4, ktery je timto genem kodovan. Nasledoval souhrn
zavért nejvyznamngjSich studii, které se problematikou genu DRD4 u pst VvV minulosti jiz
zabyvaly.

V experimentalni ¢asti byl ur¢en genotyp 50 vzorku némeckych ovcaku. Cela kolekce
psti pochézela z chovatelské stanice Policie CR, jednalo se tedy o psy pracovné upotiebené,
chované v homogennich podminkach. Zkoumany vzorek zahrnoval psy i feny. Jednotlivé alely
byly identifikovany pomoci metody PCR a kapilarni elektroforézy postupem, ktery ve své praci
navrhli 1to et al. (2004). Pfesny postup a podminky amplifikaci véetné pouzitych primert je
mozné nalézt v metodické Casti této prace.

U zkoumaného vzorku némeckych ov¢akl byly nalezeny celkem 4 alely shodné s témi,
které ve své praci u némeckych ovéaki identifikovali Ito et al. (2004). Konkrétné se jednalo
oalely 435, 447a, 447b a 498, pticemz alela 447a u tohoto vzorku populace vyrazné
dominovala (79 %). Této alele bylo v praci autorti Hejjas et al. (2007) pfisuzovano vyssi skore
pro aktivitu-impulzivitu.

Vysledky némeckych ovéaki byly y?-testem porovnany s dostupnymi daty 50 jedinct
plemene bearded kolie a 50 jedinct border kolie. Tento test neodhalil ve frekvenci alel mezi
plemeny zaddnou podobnost. Byla tedy potvrzena hypotéza, ze frekvence alel exonu III genu
DRD4 jsou pro kazdé plemeno unikatni.

Otestovana byla také podobnost zjisténych frekvenci alel u némeckého ovcaka
s pfedchozimi pracemi. Tyto frekvence nevykazovaly Zadnou podobnost, coz mohlo byt

Znalost vztahu mezi zadanymi povahovymi kvalitami psa a jejich genetickym zakladem
by mohla vyrazné zefektivnit proces selekce vhodnych jedincli pro pracovni upotiebeni
Vv riznych odvétvich.

Klicova slova: asisten¢ni psi, aktivita-impulzivita, dopamin, gen DRD4, némecky ov¢ak



Allelic variability of the dopamine receptor gene (DRD4)
in selected breeds of assistance dogs

Summary

The goal of this bachelor thesis was to assess genetic variability of DRD4 gene in selected
dog breeds commonly used as service dogs. The aforementioned gene is considered to have
influence on psychical traits of individuals, in both animals and human.

Theoretical introduction was focused on description of concrete examined breeds and
their use in animal-assisted activities. The following section summarized scientific findings
concerning the DRD4 gene and the functioning of the D4 dopamine receptor, which is being
coded by this gene. Subsequent part summarized the most significant studies which had dealt
with DRD4 gene in dogs in past.

Experimental part of the thesis determined genotype of 50 samples of German Shepherds.
The whole collection originates from the breeding kennel of Policie CR, all the tested
individuals were therefore police service dogs raised in homogenous conditions. Both dogs and
bitches were included in the sample. Individual alleles were identified using the PCR method
and capillary electrophoresis, by methodology suggested by Ito et al. (2004). The exact
procedure and conditions of amplifications, including used primers, are to be found
in the methodological part of this thesis.

In the examined sample of German Shepherd there were found 4 alleles, same as the ones
described in the work of Ito et al. (2004). The alleles were 435, 447a, 447b and 498, of which
allele 447a showed significant domination (79 %). In the work of Hejjas et al. (2007), a higher
score of activity-impulsivity is attributed to the lastly mentioned allele.

The y2-test was used to compare results of German Shepherd to available data
of 50 individuals of bearded collie breed and 50 border collies. This test has not shown any
similarities in the frequency of alleles between the three breeds. Therefore, stated findings
confirmed the hypothesis that the frequencies of alleles of exon 11l of gene DRD4 are unique
for each breed.

In addition, the similarity of found frequencies in German Shepherd was tested with
previous studies. These frequencies have not shown any similarity which could have been
caused by a small test sample.

The knowledge of the relationship between desired personality traits and their genetic
basis could make the process of selecting individuals best suited for a specific type of work
significantly more efficient.

Keywords: service dogs, activity-impulsivity, dopamine, DRD4 gene, German Shepherd
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1 Uvod

Asisten¢ni psi se dostavaji do povédomi stale vétsiho okruhu lidi a poptavka po nich
Vv poslednich letech vysoce roste. Jsou to psi, ktefi prosli specialnim vycvikem, aby mohli svym
pantim pomoci ptekonavat prekazky, které jim do bézného zivota stavi jejich postizeni.

Spektrum vyuziti asisten¢nich pst je opravdu Siroké. Svym majitelim mohou pomahat
s elementarnimi tkony, jako je napiiklad podavani véci nebo otevirani dvefi, ale duleZitou roli
mohou mit i ti, ktefi své pany na prvni pohled pouze doprovazi. Jedna se o psy, kteii jsou
schopni upozornit na blizici se epilepticky zachvat ¢i migrénu, postizeny clovek pak miize véas
uzit medikaci a témto staviim i zcela predejit.

Psi asistenti byvaji pro své majitele nepostradatelnymi spole¢niky a na jejich bedra je
kladena velka zodpovédnost. Ze samotné podstaty jejich prace jasné vyplyva, Ze se pro tuto roli
nehodi kazdy pes.

Jedinec, ktery se md stat asistencnim psem, musi splilovat celou fadu pozadavki
fyzického i1 povahového charakteru. Pravé problémové chovani je jednim z nejcastéjSich
divodu pro vytazeni psa z vycviku. Neni proto ndhoda, ze organizace zabyvajici se vycvikem
asisten¢nich pst hledaji efektivni zplisoby, jak urcit, zda je jedinec pro préaci vhodny.

V této bakalaiské praci se budu zabyvat variabilitou genu DRD4 a jejim vztahem
k povahovym vlastnostem vybranych plemen pst vyuZivanych pro asistencni ucely.

Mutace genu DRD4 ovliviuji aktivitu, impulsivitu a schopnost soustiedit se u celé rady
savcu, véetné psu (Hejjas et al. 2007).

Variabilita v genu DRD4 je dtkladné zkoumana i v lidské medicing, kde je davana
do souvislosti s hyperkinetickou poruchou (ADHD — Attention Deficit Hyperactivity Disorder)
(Faraone et al. 2005).

Experimentalni ¢ast prace se bude zabyvat zkoumanim polymorfismu exonu Il genu
DRD4 u plemene némecky ovcak. Zjisténé vysledky plemene némecky ovcak budou nasledné
porovnany s vystupy studie publikované Hejjas et al. (2007) a s vysledky dal$ich plemen pstu
vyuzivanych k asistenénim u¢elim, konkrétné s plemeny bearded collie a border kolie.



2 Cil prace
2.1 Védecké hypotézy

Reseni bakalafské prace vychazi zaktualné dostupnych poznatkd v oblasti vztahu
molekularni genetiky, konkrétné exonu Il genu DRD4, k povahovym vlastnostem psii. Prace
stavi na nasledujicich hypotézach:

e Exon Il genu DRD4 koédujiciho dopaminovy receptor vykazuje mnohotny
alelismus.

e Frekvence jednotlivych alel je ovlivnéna plemennou ptislusnosti.

e Psychické vlastnosti psa mnohou byt ovliviiovany strukturou dopaminového
receptoru.

2.2 Cil bakalarské prace

Cilem bakalatské prace bylo vypracovani ucelené literarni reSerSe zaméfené
na polymorfismus genu DRD4 a na jeho vliv na povahové vlastnosti psi, jako je napiiklad
schopnost soustfedit se, impulzivita a aktivita. Experimentalni ¢ast prace byla zamétena
na molekularni detekci alelickych kombinaci genu DRD4 u plemene némecky ovcak a nasledné
porovnani rozdiltt mezi 3 plemeny pst vyuzivanych pro asisten¢ni ucely (border kolie, bearded
kolie a némecky ov¢ak) z hlediska frekvenci jednotlivych alel genu DRDA4.



3 Literarni reSerse
3.1 Asistencni pes

Asisten¢nim psem se rozumi pes, ktery je specialné vycvicen k tomu, aby byl schopen
provadét tkony, kterymi usnadiiuje kazdodenni zivot jedinci s handicapem, zvysuje tak
nezavislost postizené osoby a stava se dilezitym prostfedkem socidlni integrace
(Rintala et al. 2008; Audrestch et al. 2015; Parenti et al. 2015).

Skutecny vyznam asisten¢nich psi ale tuto definici dalece presahuje. Jako dusledek
pofizeni asistencniho psa je Casto uvadén vyznamny ndrlst socidlnich interakci, zlepSeni
mentalniho 1 fyzického stavu, zvyseni sebedivéry a pocitu bezpeci. Diky této pridané hodnot¢
je vyuziti specialné trénovanych pstt vhodné i u lidi se zvlaStnimi potiebami, ktefi nejsou
indisponovani fyzicky (Walther et al. 2017).

3.1.1 Déleni asistenc¢nich psi

Terminologie v oblasti asisten¢nich psi bohuzel neni v soucasné dobé jednotna.
Mezinarodn¢ uznavaného terminu se zatim dockali pouze asistencni psi pro osoby se zrakovym
postizenim, tedy psi vodici. Galetova (2008) uvadi, ze na uzemi Ceské republiky spolecnosti,
které psy cvici, rozdéluji asisten¢ni psy dle druhu zdravotniho handicapu uzivatele sluzby na:

A) Vodici psy pro osoby se zrakovym postizenim

B) Asistenéni psy pro osoby s télesnym postizenim — tyto psy je mozné nazyvat také
servisnimi psy pro osoby pouzivajici invalidni vozik a pro osoby s kombinovanym
postizenim (t€lesné postizeni a dalsi pridruzené).

C) Balan¢ni psy — pro osoby s poruchou rovnovahy ¢i télesnym postizenim, které
se pohybuji vyhradné pomoci francouzskych holi, choditek apod. Diky specialnimu
postroji pomaha pes pfi ,,vybalancovani* chtize, nastupu do autobusu apod.

D) Signalni psy pro neslysici osoby — jsou vycviceni k upozoriovani na zvuky v jejich
okoli (budik, zvonek, placici dité apod.).

E) Signalni psy pro osoby se zachvatovitym onemocnénim — upozoriiuji osoby na blizici
se zachvat nebo okoli osoby pfi zachvatu. V zahrani¢i se setkdvdme s oznaenim
»Seizure Alert Dogs®.

F) Signalni psy pro ,alergiky“ — jsou vycviceni ktomu, aby upozornili osobu
na ptitomnost pachd, které zptisobuji postizené osob¢ zachvaty astmatického typu.

G) Sikovné spole¢niky — asistenéni psy jejichz panem neni piimo postiZeny, ale osoba
pecujici o postizeného. Tito psi jsou umistovani do domacnosti s téZce postizenymi
osobami. Pes pomédhd pecujici osobé naptiklad otevirat dvete, kdyZ pfenasi dité
do jiné mistnosti apod. Vyznamnou soucast prace téchto psi tvori také domaci
canisterapie.

H) Vodici psy pro pacienty se ztratami paméti — tito psi jsou vycviceni v orientaci v okoli
bydlisté natolik, aby dokézali postizenou osobu bezpecné dovést domt, pokud neni
schopna se sama zorientovat.
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I) Psy poskytujici emocionalni podporu — psi ur€eni osobam trpicim psychickymi
poruchami, kvuli kterym se obavaji samy vychazet z domova a zapojovat se
do bezného zivota. Pes snizuje dezorientaci, zvySuje pocit bezpe¢i v neznamém
prostoru apod.

J) Terapeutické psy — zvladaji zakladni poslu$nost, umi aportovat rizné predméty a jiné
hry, trpélivé snasi dotyky a dokazou upozornit na nestandardni chovani osoby
zdravotn¢ postizené.

3.1.2 Vybér asisten¢nich psi

Vybér psa pro asistenéni ucely je prace nesouci s sebou velkou miru zodpovédnosti. Pes
je vybiran pro konkrétniho zdravotné postizeného ¢lovéka a narocny vycvik se prizptisobuje
jeho individualnim pottebam. Do vytipovaného §ténéte jsou béhem prvnich dvou let jeho zivota
investovany vysoké finanéni a Gasové prostiedky. Cena asistenéniho psa se v Ceské republice
pohybuje kolem castky 200 000 K¢&. Je proto Zadouci, aby se jedinec jako asistencni pes
prokazal (Galetova 2008).

Nejcastéji uvadénym divodem K vytazeni psa z tréninku pro asistenéni Gcely byva
problematické chovani. Organizace zabyvajici se vycvikem psil si proto vytvareji vlastni
techniky pro hodnoceni psii a brzkou detekci behaviordlnich problémi, které by mohly psa
V pozdé¢jsich fazich tréninku z vycviku vytadit (Duffy et al. 2012).

Cilena selekce a chov fyzicky zdravych a povahové vhodnych jedinci by umoznila
organizacim efektivnéji alokovat jejich zdroje, snizit ndklady na vycvik a zvysit dostupnost
asisten¢nich pst pro ty, ktefi je potiebuji (Parenti et al. 2015).

3.1.3 Charakteristika vybranych plemen asisten¢nich psu

Pro asisten¢ni ucely se dnes vyuziva celd Skala plemen. Néktera plemena jsou ale
pro vycvik vyuzivana hojnéji, a to predevsim diky jejich vhodné morfologii a behavioradlnim
skloniim, které Casto souvisi s pivodnim vyuzitim plemene (Parenti et al. 2015).

Velmi populérni jsou naptiklad psi ze skupiny retrivri, a to pfedev§im pro jejich staly
temperament, snadnou trénovatelnost a predispozici piinaset objekty (Weiss & Greenberg
1997).

Vedle retrivri a labradord jsou dal§imi ¢asto vyuzivanymi plemeny naptiklad némecti
ovc€aci, bernardyni, kolie a kokrSpanélé (Parenti et al. 2015).

3.1.3.1 Bearded kolie

Bearded kolie jsou psi pivodem ze Skotska, kde byli vyuzivani k praci u ovci a skotu
V hornatém terénu. Kohoutkova vySka mtize dosahovat az 56 cm. Jsou to velmi pozorni, zivi,
inteligentni a pracoviti psi, ktefi by neméli jevit znamky nervozity ¢i agresivity (FCI 2015).

Vzhledem K jejich pratelské a ochotné povaze najdou dnes vyuziti pfedevsim v riznych
psich sportech a jako psi spolecnici (Vazdova 2016).
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Obrazek 1: Bearded kolie
Se svolenim autora — Lukas Skalicky

3.1.3.2 Border kolie

Border kolie jsou stiedné velci psi s kohoutkovou vyskou kolem 50 cm. Standard FCI
(2009) povoluje 2 varianty srsti sttedn¢ dlouhou a kratkou. Mohou mit rozli¢né barvy, nikdy
by ale neméla ptevazovat bila.

To, co déla border kolie skute¢né jedineénymi, je jejich povaha. Selekce do chovu
probihala po celé generace Cisté na zaklad¢ pracovnich schopnosti a upotiebitelnosti psu,
coz vedlo k vyslechténi inteligentnich, tvrdé pracujicich, mr$tnych a rychlych pst s vrozenymi
ptedpoklady pro praci se zviraty. Border kolie je velmi Zivé, pozorné a poslusné plemeno.
(Tu¢imkova 2019).

Tito psi se dnes vyuzivaji v celé fadé kynologickych sporti a disciplin. Je nutno
podotknout, ze diky svému zapalu pro praci a touze zavdécit se psovodovi vétSing téchto
odvétvi zcela dominuji (Tu¢imkova 2019).

2 ' Ny . . Py

Obrazek 2: Border koie — Goji the Great ISDS 00/364379
Se svolenim autora — Lenka Strnadova
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3.1.3.3 Némecky ovéak

Standard FCI (2010) popisuje némeckého ovcaka jako vSestranné upotiebitelného silného
psa stiedni velikosti, kohoutové vysky od 55 do 65 cm, obdélnikového formatu.

Povaha némeckych ov¢akl by méla byt zcela vyrovnand a dobromyslna. Psi by méli byt
pozorni, lehce ovladatelni, vzhledem k jejich vyuziti (strdzni, sluzebni, obranaisti a pastevecti
psi) by ale méli disponovat odvahou, bojovnosti a tvrdosti (FCI 2010).

.

= L —

Obrazek 3: Némecky ovéak — Ares Slovraj
Se svolenim autora — Ingrid Remetova

3.2 Dopamin

Dopamin (3-hydroxytyramin) je katecholamin plnici alohu hormonu a neurotransmiteru.
Jedna se o hlavni neurotransmiter v mozku savci, kde také ovliviiuje celou fadu funkci véetné
pohybové aktivity, kognice, emoci, motivace, pfijimani potravy ¢i regulace endokrinnich
aktivit (Missale et al. 1998; Wong et al. 2000).

Mimo centralni nervovou soustavu nachdzi dopamin také uplatnéni v periferiich,
kde pomaha regulovat kardiovaskularni funkce, sekreci hormonti, cévni tonus, funkci ledvin
a hybnost zazivaciho traktu (Missale et al. 1998).

3.2.1 Objev

Dopamin byl poprvé syntetizovan v roce 1910 dvéma na sobé& nezavislymi dvojicemi
védctu Mannichem & Jacobsohnem a Bargerem & Ewinsem (Blaschko 1942). V t¢ dobé byl
ovSem dopamin povazovan pouze za prekurzor adrenalinu a noradrenalinu, jeho funkce
neurotransmiteru byla prokazana az pozd¢ji (Carlsson 1958).

Doktor Arvid Carlsson dokazal, Ze je tento katecholamin pfirozenou soucasti mozku,
zmapoval jeho distribuci a zduraznil jeho neobvykle vysokou koncetranci v bazalnich
gangliich. V roce 1960 dokonce vyslovil domnénku, ze by se mohlo jednat o neurotransmiter,
nicméné tato hypotéza byla odbornou vefejnosti ze zacatku v podstaté jednohlasné odmitana.
O 40 let vyzkumu pozdé&ji byla ale Carlssonovi za jeho objev ud€lena Nobelova cena
za lékatstvi a fyziologii (Iversen & Iversen 2007).
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Dopaminovy systém se stal pfedmétem mnoha studii pfedev$im po tom, co zacal byt
davan do souvislosti s celou fadou patologickych stavii jako je naptiklad Parkinsonova choroba,
schizofrenie ¢i Tourretliv syndrom (Missale et al. 1998).

3.2.2 Syntéza, skladovani a uvoliiovani

Za vychozi latku pro syntézu dopaminu je povazovana neesencialni aminokyselina
tyrosin. Tyrosin je transportovan do dopaminergnich neuronid, kde je pomoci tyrosin
hydroxylazy pfeménovan na slouceninu L-DOPA. L-DOPA (¢i levopoda) je pifimym
prekurzorem dopaminu. Z dopaminu se dale mtize tvofit noradrenalin a adrenalin (Bressan &
Crippa 2005).

V neuronech je dopamin transportovan z cytoplazmy do specialnich vezikul, kde je
skladovan. Dopamin ale mlze vznikat také ptimo v dendritech, kde mize byt kromé vezikul
uchovavan také v hladkém endoplazmatickém retikulu (Bressan & Crippa 2005).

Po vzniku akéniho potencialu splynou vezikuly s neuronalni membranou a procesem
exocytozy je vyprazdnén obsah vezikul do synapse (Bressan & Crippa 2005).

Terminalni zakonceni dopaminovych neuronti disponuje vychytavacimi mechanismy,
které jsou nezbytné pro dokonéeni procesu pienosu nervového vzruchu a zachovani
homeostazy. Vychytavani dopaminu je umoznéno diky membrané s vysokou afinitou, ktera je
schopna transportovat dopamin obéma sméry v zavislosti na jeho koncentracnim gradientu
(Elsworth & Roth 1997).

|| P o aH Tyrosin
. MH;

Tyrosinhydroxylaza
YY ™ Lbopa
Dekarboxylaza
; “ ] g Dopamin
on Dopamin beta-hydroxylaza
“ ] - Noradrenalin

oH N-methyltransferaza

HO. ! IHCH,

H I ' Adrenalin

Obrazek 4: Schéma syntézy dopaminu a jeho pfemény na adrenalin
Zdroj: Cosentino et al. 2015
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3.3 Dopaminové receptory

Ruzné fyziologické u¢inky dopaminu jsou umoznény diky existenci vicero typu receptorti
schopnych ho vazat. Analyzou primarni struktury dopaminovych receptorii bylo odhaleno, ze
vSechny typy patii do skupiny receptorii sprazenych s G proteinem se sedmi membranovymi
doménami. Jednotlivé typy receptora se od sebe lisi predevsim délkou COOH konce a stavbou
tieti intracelularni klicky (Missale et al. 1998).

extracelularni
prostor

cytoplazma

b coon

Obrazek 5: Struktura dopaminového receptoru
Zdroj: Missale et al. 1998

3.3.1 Typy

Prvni dikazy o pfitomnosti dopaminovych receptori v CNS pfisly v roce 1972. V roce
1979 Kebabian & Calne rozdélili dopaminové receptory na dva typy. D1 receptory stimulujici
adenylatcyklazu a D2 receptory bez tohoto Gc¢inku (Jaber et al. 1996; Missale et al. 1998).
V roce 1980 bylo dok4zano, ze D2 receptory adenylatcyklazu ptimo inhibuji (Jaber et al. 1996;
Elsworth & Roth 1997). Soucasné probihajici studie prokazaly pritomnost dvou typl receptori
se shodnymi vlastnostmi také v perifernich tkanich (Missale et al. 1998).

Ackoliv je nam v soucasné dobé¢ znamo celkem 5 ruznych druht dopaminovych
receptort, koncept klasifikace na D1 a D2 receptory z roku 1979 je stale platny. K receptorim
D1 a D5/D1b je referovano jako k receptorim typu D1 a receptory D2, D3 a D4 jsou
oznacovany jako receptory typu D2 (Missale et al. 1998).

Receptory typu D1, neboli D1-like receptors, spojuje také to, ze se jedna pouze
0 receptory postsynaptické, které jsou kddovany geny bez intronii. Geny bez intrond jsou
zaroven typické pro receptory sprazené s G proteinem (Missale et al 1998).
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D2-like receptors jsou oproti tomu pre i postsynaptické, a v genech, které je koduji, je
obsazen riizny pocet introntl. Konkrétné je to u genu pro receptor D2 6 intronti, u genu pro D3
receptor 5 intronll a 3 introny u D4 receptoru. Zaroven plati, ze gen pro D3 receptor postrada
Sesty intron receptoru D2 a gen pro D4 ¢tvrty a paty intron receptoru D3 (Missale et al 1998).

Na obrazku 6 je znazornéna struktura gent kédujicich podtypy dopaminovych receptort.
Sedm hydrofobnich usek typickych pro receptory spirazené s G proteinem je vyznaceno tmave
Sedou a oc¢islovano fimskymi ¢islicemi. Pozice intront v kodujici ¢asti genomické sekvence je
oznacena pismenem V a exony jsou oznaceny arabskymi ¢islicemi. Svétle Seda ¢ast u genu pro
receptor D2 oznacuje alternativni splicing useku citajiciho 29 aminokyselin exonu V. Svétle
Sedé tandemové se opakujici useky u genu pro receptor D4 znaci pozici repetitivniho
polymorfismu, ktery je pfitomny u lidi (Oak et al. 2000).

e
g g8
8
Podyp P 5t
receptoru 2 53
I II IO IV V VI VII ~
D, HE N NN e 446  5q34.5
D, HEEE NN = 477 4pl5.5
YonCl &C2

1 V2V 3V 4 §V 6 7
D, EEE EE = MW | 4w 1g2s

1 v2y 3y 4 vy 5 6
D, WEE HH GE

1 vy 3 47
D, WEE WW W Mmoo 1piss

400 3ql3.3

Obrazek 6: Strukturalni organizace genii kodujicich podtypy dopaminovych receptort
Zdroj: Oak et al. 2000

3.3.2 D4 receptor

Dopaminové D4 receptory se vyskytuji v riznych ¢astech mozku, ackoliv v pomérné
malém mnozstvi porovname-li je naptiklad s vyskytem receptord D2 (Missale et al. 1998;
Oak et al. 2000). Nejhojné&ji se receptory D4 vyskytuji na sitnici, v mozkové kife, amygdale,
hypothalamu a hypofyze (Oak et al. 2000).

Studie na primatech naznacuji, ze D4 receptory jsou soucésti neuronit mozkové kiry,
které jsou zapojeny do pyramidové drahy, i téch, které v této draze zapojené nejsou. VéEtsina
nepyramidovych  neuront  obsahujicich D4  receptory je schopna produkce
kyseliny gama-aminomaselné (Oak et al. 2000).

Vyskyt D4 receptorti ale neni vazany pouze na centrdlni nervovou soustavu, tyto
receptory byly také pozorovany v hojném mnozstvi v srdecnich piedsinich, lymfocytech
a ve sbérnych kanalcich ledvin (Oak et al. 2000).
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3.4 Variabilita genu DRDA4 u lidi

Lidsky gen kodujici dopaminovy receptor D4 (DRD4) je lokalizovan v telomerické
oblasti chromozomu 11p a vykazuje extrémné vysokou miru variability (Gelernter et al. 1992;
Wong et al. 2000; Ding et al. 2001).

Velka c¢ast této diverzity je disledkem hypervariabilni oblasti DRD4 genu kédujici treti
cytoplazmatickou klicku receptoru D4. Tato oblast obsahuje 2 (2R) az 11 (11R) tandemovych
repetic 48 komplementarnich part bazi (bp), jejichz vysledkem je 32-176 aminokyselin
ve variabilni oblasti tfeti cytoplazmatické klicky receptoru, coz je znazornéno na Obrazku 7
(Van Tol et al. 1992; Wong et al. 2000; Ding et al. 2001). Frekvence téchto alel se v populacich
velmi vyrazné 1isi (Ding et al. 2001).

Obrazek 7: Schéma znazoriujici variabilitu tieti plazmatické klicky. Na obrazku je varianta se
dvéma a varianta s deseti repeticemi.
Zdroj: Jovanovic et al. 1999; Oak et al. 2000

Na zédkladé poznatkll vzeSlych z experimentll na laboratornich zvitfatech, pozorovani
pacientli s Parkinsonovou chorobou a znalosti plisobeni dopaminovych agonistl
(napf. amfetamin, kokain, alkohol) a antagonisti (napf. haloperidol) vznikl pfedpoklad
0 spojitosti mezi osobnostnim rysem zvanym Novelty Seeking (vyhledavani nového)
a dopaminovym systémem (Ebstein et al. 1996).

Studie publikovana v roce 1996 kolektivem autort Ebstein et al., odhalila vysokou miru
korelace mezi zvysenym skore pro Novelty Seeking a konkrétni polymorfismem genu DRD4
v exonu Il1. Jednalo se o alelu se sedmi repeticemi (7R). Tato spojitost byla nezavisla na etnické
prislusnosti, pohlavi nebo véku testovanych subjektt.

Vyssimu skore pro Novelty Seeking odpovidaji také vlastnosti jako impulzivita, nestalost,
zvySena drazdivost, ¢i vybuSnost. Jedinci s niz§im skoére jsou naopak popisovani jako
premyslivi, pevni v ndzorech, klidni a skromni (Ebstein et al. 1996).

Dulawa et al. (1999) zvefejnili studii poukazujici na sniZzeny stupenn prizkumného
chovani u mysi s knock-outovanym genem DRDA4, ktera domnénku vychazejici z predchoziho
vyzkumu podpotila.

Ding et al. (2001) narazili pti zkoumani alel genu DRD4 na zajimavou skute¢nost.
Vysledky vypoctu stafi alel postavené na frekvenci jejich vyskytu v populaci ukazovaly na to,
ze alely 4R a 7R jsou starsi nez 300 000 let. Na druhou stranu vypocty vychazejici z pozorovani
intraalelické variability poukazovaly na vék podstatné mladsi (30 000-50 000 let). Takto
zasadni nesrovnalost mezi vysledky dvou vypoctu staii alel obvykle znaci to, Ze vyssi frekvence
alel bylo dosazeno selekci, ktera zpisobila nahodny geneticky drift (Ding et al. 2001).
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Piestoze puvodni studie davaly do souvislosti alelu 7R ptedev§im S prizkumnym
chovanim, velmi ¢asto reprodukovanou asociaci se postupem Casu stal vztah mezi zminénou
alelou a hyperkinetickou poruchou (attention-deficit hyperactivity disorder — ADHD)
(Ding et al. 2001).

341 ADHD

S celosvétovou prevalenci dosahujici 8 % - 12 % je hyperkineticky syndrom s poruchou
pozornosti (ADHD) jednou z nejrozsitenéjSich  détskych psychiatrickych  poruch
(Faraone 2005).

Mezi nejcastéjsi projevy ADHD patii problémy se soustfedénim, hyperaktivita
a impulzivita. Nicméné pro syndrom ADHD je typicky velky rozsah variability symptomu
(Drtilkova et al. 2007). Genetika hraje v rozvoji téchto vlastnosti kliCovou roli, coz bylo
prokdazano na ftad¢ studii provaddénych na rodindch =zatizenych touto poruchou
(Faraone et al. 2005). Na rozvoji ADHD se podili cela fada faktort, heritabilita ale byva
odhadovana az ve vysi 80 % (Thapar et al. 2000).

Receptor D4 je prevalentni v oblasti mozku, ktera vykazuje patologicky obraz u pacientti
s ADHD (Faraone & Biederman 1998). Védci své studie soustiedili pfedev§im na VNTR
polymorfismus exonu 111 genu DRD4, protoze in vitro studie prokazaly, ze konkrétni varianta
(alela se 7 repeticemi) zpusobuje snizenou odezvu viuéi dopaminu (Van Tol et al. 1992).

Rada studii tuto hypotézu podpofila a u jedincti s poruchou pozornosti opravdu prokézala
zvySeny vyskyt alely se sedmi repeticemi (Holmes et al. 2000; Curran et al. 2001,
Langley et al. 2009). Do kontrastu s nimi je napiiklad postavena studie publikovana kolektivem
autor Leung et al. (2005). Ta byla zaméfena na genotypizaci vzorku 32 Einskych déti
diagnostikovanych s ADHD. Tato studie vznikla pfedevsim proto, Ze varianta alely se sedmi
repeticemi je v asijské populaci velmi vzacna, prevalence ADHD je ale s ostatnimi populacemi
srovnatelna (Chang et al. 1996). Ve studii byl pozorovan vyrazné zvyseny vyskyt alely 2R,
zadné z déti pfitom nemélo pritomnu 7R. Na zaklad¢ této studie je tedy mozné uvazovat nad
tim, Ze projevy jednotlivych alel exonu Il genu DRD4 se mohou v riznych izolovanych
populacich vyrazné 1iSit (Leung et al. 2005).

3.5 Variabilita genu DRD4 u psi

Podobny polymorfismus genu DRD4 zalozeny na repeticich, byl postupné prokazan
i UdalSich zivoCisSnych druh®, konkrétné u koni (Momozawa et al. 2005), primata
(Livak et al. 1995) a pst (Niimi et al. 1999).

Prvni studie genu DRD4 u psi byla provedena v roce 1999. Porovnavala sekvence exonu
Il u 34 jedinct dvou povahové zcela odlisnych plemen, zlatych retrivrii @ jedincti plemene
shiba. Podafilo se v ni odhalit 4 alely genu DRDA4 - 435, 549, 447a a 447D (Cislo v tomto piipadé
znaci pocet bp v pozorované sekvenci). Mechanismus polymorfismu zalozeny na repeticich byl
u psu potvrzen, ackoliv v trochu slozitejsi formé nez u lidi. Alely se od sebe lisily poctem
a potfadim jednotek o délce 39, 27 a 12 bp. Zaroven platilo, Ze jednotky s 27 a 12 bp odpovidaly
po spojeni vV tomto pofadi jednotce s 39 bp. Frekvence alel se u jednotlivych plemen vyrazné
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lisila, coz podpofilo domnénku, Ze alelickd kombinace mlize vyznamné ovliviiovat povahové
vlastnosti psi (Niimi et al. 1999).

V roce 2001 rozsifili Niimi et al. svou studii o dalsi 2 plemena, tentokrat se jednalo o bigly
a Seltie. Podafilo se odhalit 3 nové alely — 396, 486 a 498. Alela 396 byla detekovana
v homozygotni sestavé u plemene bigl. U plemene shiba bylo celkem pozorovano 5 alel, toto
od evropskych plemen, nebyly kratké alely jako 396 a 435 u plemene shiba pozorovany
(Niimi et al. 2001).

Na ptechozi studie navazali Ito et al. (2004), ktefi shromazdili pfes 1500 riznych vzorka
od pst 23 plemen. Zkoumana plemena byla zamérné zvolena tak, aby krajiny jejich ptivodu
I orientalni.

Poprvé byl také zkouman vztah mezi genotypem a povahovymi kvalitami pst. Za timto
ucelem byl vytvofen dotaznik sledujici 12 behaviordlnich ryst jako naptiklad schopnost
pfizptisobit se novému majiteli, pratelskost viéi cizim lidem, agresivitu vuci majiteli,
teritorialni chovani, agresi vi¢i jinym psiim atd. Jednotlivé body byly hodnoceny na $kale
od 1 do 5. Kvuli zachovani objektivity byly dotazniky vypliiovany odborniky z fad veterinatu,
trenért a chovatell, ne samotnymi majiteli (Ito et al. 2004).

V této studii byla detekovana osma alela 576. Exon I1I vykazoval polymorfismus u vsech
23 plemen a u kazdého plemene bylo pozorovano od 2 do 7 alel. Na zakladé frekvence alel
exonu III rozd¢lili autofi pozorovana plemena do dvou skupin. U skupiny A byly nej¢astéjSimi
detekovanymi alelami alely 435 a 447a, u skupiny B to byly alely 447b, 498 a 549. V porovnani
se psy ze skupiny A, vykazovala plemena skupiny B vyssi stupen agresivity a nizsi skore
v bodech hodnoticich reaktivitu. Ve skupiné A ptevazovala plemena okcidentalniho ptivodu,
ve skupiné B naopak plemena ptivodu oritentalniho (Ito et al. 2004).

Alela 435 podle Ito e al. (2004)

1 CTGCTG CTCTACTGGG CCACGTTCCG GGGCCTGCGG

61 CGCTGGGAGG CCGCGCGTCG GGCCAAGCTG CACGGCCGGA CACCGCGCAG ACCCAGCGGC

121 CCCGGCCCGC CGCCCCCCGA CGGCAGCCCC GACGGCACC

181 CCCGGCCCAC CGCCCCCCGA CGGCAGCCCC

241 GACGGCACCC CCGGCCCGCC GCCCCCCGAC GGCAGCCCTG ATGACAAC_

301 CCTGG CCCGCCGCCC CCCGAGGTCA CCCCCGATGA CACCCCCGAC
361 GCCACACCCC GCCCCCTGCC CCCCGCCGCC GACGCCGCCG CGCCCCCCccC CGO

Obrazek 8: Alela 435
Pievzato: Holasova 2011
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Alela 447a podle Ito er al. (2004)

1 _CTGCTG CTCTACTGGG CCACGTTCCG GGGCCTGCGG

61 CGCTGGGAGG CCGCGCGTCG GGCCRAGCTG CACGGCCGGA CACCGCGCAG ACCCAGCGGC

121 CCCGGCCCGC CGCCCCCCGA CGGCAGCCCG GACGGCACC

CCCGGCCCAC CGCCCCCCGA CGGCAGCCCC

CCGCCCCCCG ACGGCAGCCC TGATGACAAC

CCGACGCCGC CcGCeCcceee

CCCG ACGCCACACC CCGCCCCCTG

Obriazek 9: Alela 447a
Pfevzato: Holasova 2011

Alela 447b podle Ito er al. (2004)

1 _CTGCTG CTCTACTGGG CCACGTTCCG GGGCCTGCGG

61 CGCTGGGAGG CCGCGCGTCG GGCCAAGCTG CACGGCCGGA CACCGCGCAG ACCCAGCGGC

121 CCCGGCCCGC CGCCCCCCGA CGGCAGCCCC

ACCGCCCCCC

181
241 GACGGCAGCC CCGACGGCAC CCCCGGCCCG CCGCCCCCCG ACGGCAGCCC TGATGACAAC

CCGACGCCGC

CCCG ACGCCACACC CCGCCCCCTG

Obrazek 10: Alela 447b
Pievzato: Holasova 2011

Alela 498 podle Ito et al. (2004)

1 _CTGCTG CTCTACTGGG CCACGTTCCG GGGCCTGCGG

61 CGCTGGGAGG CCGCGCGTCG GGCCAAGCTG CACGGCCGGA CACCGCGCAG ACCCAGCGGC

121 CCCGGCCCGC CGCCCCCCGA CGGCAGCCCC
181 ACCGCCCCCC
241 GACGGCAGCC CCGACGGCAC (] CACCGCCCCC CGACGGCAGC

301 CCCGACGGCA CCCCCGGCCC GCCGCCCCCC GACGGCAGCC CTGATGACAA
361
421 GACGCCACAC CCCGCCCCCT GCcccceaee

.- [TEERGAGE Coeoates

GCCGACGCCG CCGCGCCCCC CcCCCad

Obrazek 11: Alela 498
Prevzato: Holasova 2011
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[Eelenou barvou v rametku jsou oznageny primery. |[KiGKNDENON \VNTR 4 a dalsi v pofadi touto barvou

Samotny Exon 3 genu DRD4 je vyznaéen ostatnimi YNTR8

barvami. Sedou barvou je zvyraznén VNTR 12

Zlutou barvou je zvyraznén VNTR 1 a dalsi v poradi TMavEISEast je zvyraznén VNTR 13

VNTR 5 Svétle modrou je zvyraznén VNTR 14
EERERSEEERE jc zvyraznén VNTR 2 (Cislovani VNTR je prevzato taktéz z prace lto et al.,
RiESVSHIBERNGH < zvyraznén VNTR 3 2004)

Obrazek 12: Legenda schémat jednotlivych alel
Prevzato: Holasova 2011

Nové byl také objeven polymorfismus v sekvenci exonu I. Polymorfismus exonu I
spocival v inzerci/ deleci 24 bp. Exon I koduje extracelularni ¢ast receptoru a nepiepoklada se,
Ze by tato ¢ast genu méla mit vliv na jeho vazebné vlastnosti. U vétSiny plemen byly pozorovany
ob¢ alely S 1 L, vyjimku tvofila plemena Hokkaido inu a Shikoku inu, u kterych byla nalezena
pouze alela L. V naprosté vétSing pievladala alela L. Alela S se ve vyss§i mife vyskytovala
u plemene mops (0,871) a toy pudl (0,5) (Ito et al. 2004).

V roce 2007 publikovali Hejjas et al. (2007) studii, ve které se zabyvali vlivem
polymorfismu exonu 11l genu DRD4 na aktivitu-impulzivitu jedinct plemene némecky ovcak.
Vybérem jediného plemene se tak snazili vyhnout falesné pozitivnim vysledkiim, které by
mohly byt disledkem rtzné distribuce alel v sexualné izolovanych populacich.

Ke stanoveni skore aktivity-impulzivity u pst byl pouzit specialné upraveny a validovany
dotaznik, ktery vychazel z formulafe ptredklddaného rodicim pti hodnoceni ADHD u déti
(ADHD Rating Scale). Dokument obsahoval 7 bodt hodnoticich aktivitu-impulzivitu a 6 bodi
hodnoticich nepozornost. Studie probihala na dvou skupinach pst chovanych v odlisnych
podminkach, jednalo se 0 sluzebni policejni psy a psy v zajmovém chovu. Dotaznik dostali
k vypInéni pfimo majitelé a psovodi (Hejjas et al. 2007).

Hejjas et al. indentifikovali u zkoumaného vzorku némeckych ovcaka 2 alely. Jednalo se
0 alely 435 (ve studii oznacovanou jako 2) a 447a (oznacovanou jako 3a). Frekvence alel
a genotypt byla v rovnovaze dle Hardy-Weinbergova zakona. V distribuci genotypi mezi
skupinami nebyly pozorovany vyznamné rozdily.

U skupiny policejnich psit vykazovali jedinci se dvéma alelami 435 vyrazné niz$i stupen
aktivity-impulzivity neZ heterozygotni jedinci nebo ti s genotypem 447a/447a. U skupiny
rodinnych psii tento jev pozorovan nebyl. Tato skute¢nost mize byt disledkem jednotnych
podminek pii odchovu policejnich pst (stejny zptisob vycviku, podminky ustdjeni, ¢i podobna
uroven vystaveni stresu). U psti V zajmovém chovu muze byt fenotypovy projev polymorfismu
genu DRD4 maskovan fadou vnéjsich faktord, jako je naptiklad ptistup majitele ke psovi, rizny
typ ustajeni, ¢i kvalita vycviku (Hejjas et al. 2007).

V roce 2013 provedli Wan et al. (2013) obdobnou studii zaméfenou na psy plemene
sibifsky husky. Volba plemene to nebyla ndhodnd, huskyové byli pro studii vybrani hned z
nékolika diivodi. Prvnim z nich je staroveéky ptivod tohoto plemene a jeho vysoka geneticka
diverzita. Zadruhé jsou sibifsti huskyové velmi Casto vyuzivani jako sanovi psi, zavodni jedinci
jsou zpravidla chovéni v homogennim prostfedi. Jednotné podminky chovu zvifat ¢astécné
stiraji vliv prostfedi na fenotypovy projev povahy jedince a usnadnuji detekci vztaht mezi

21



genotypem a povahovymi rysy. Tretim diivodem je skutecnost, Ze geneticky profil sibifskych
huskyt byl uz v minulosti dokumentovan.

Tato studie se pokousela mapovat spojistosti mezi polymorfismy geni DRD4 a TH
a stupniem aktivity a impulsivity testovanych jedinci. TH gen je genem zodpovédnym
za kédovani tyrozinhydroxyldzy, coz je enzym, ktery se zasluhuje 0 syntézu dopaminového
prekurzoru L-DOPA (Wan et al. 2013).

Studie odhalila u zkoumaného vzorku sibifskych huskyi celkem 7 rtiznych alel exonu Il
genu DRD4. Nejcastéji se Vv testovaném vzorku objevovaly genotypy 498/498 (ve studii
znaceno jako 5/5) a 447/498 (ve studii znaceno jako 3/5, bez uréeni, zda se jedna o alelu 447a
¢i 447b). Plemeno sibifsky husky vykazovalo tedy vyss$i stupen polymorfismu nez vétSina
ostatnich plemen testovanych v pfedchozich studiich. Zaroven byla u huskyt objevena alela,
ktera byla do t¢ doby pozorovana pouze u vlkl, coz podporuje domnénku, Ze plemeno bylo
v minulosti s vlky kifizeno. Zajimava je také skuteCnost, ze jedinym dal$im plemenem
s obdobné¢ vysokou variabilitou alel genu DRD4 bylo v piedchozich studiich plemeno Shiba
Inu, které je, stejné jako sibifsky husky, povazovdno za plemeno se starovékym plivodem
(Wan et al. 2013).

Jedinci sibifskych husky, kteti ve svém genotypu méli pfitomnu alespon jednu kratkou
alelu exonu 111 genu DRD4 (1, 2, 3a, 3b, 4), vykazovali vyssi aktivitu v behavioralnim testu a
zpravidla také dosahovali vys$itho skore v hodnoceni aktivity-impulsivity nez jedinci
s vyhradné dlouhymi alelami (5, 8) (Wan et al. 2013).

Na prvni pohled je patrné, ze vysledky studie némeckych ov¢aki, kterou publikovali
Hejjas et al. (2007) a vysledky studie sibifskych huskyd od Wan et. al (2013) jsou spolu
vrozporu. Kratsi alely u némeckych ov¢akl byly spojovany S niz$im stupném
aktivity-impulzivity, u huskyd tomu bylo pfesné naopak. To ale nemusi znacit, Ze jsou studie
chybné. Frekvence alel exonu Il genu DRD4 a jejich asociace s riznymi povahovymi rysy
jedince se, stejn¢ jako u lidi, mohou v izolovanych populacich velmi vyrazné lisit. Tato
skute¢nost pouze podtrhuje dulezitost dalsiho vyzkumu v oblasti vztahu genetiky a chovani
u dalsich plemen (Wan et al. 2013).

3.6 Metody molekularni biologie

3.6.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerazova ftetézova reakce (PCR) je in vitro metoda umoziujici specifickou
amplifikaci genl a dalSich DNA sekvenci (Mullis et al. 1986; Snustad et al. 2017). Tato
ptevratna metoda byla navrzena v roce 1983 biochemikem Kary Mullisem (Mullis et al. 1986).
Za patent na tuto metodu obdrzel Kary Mullis v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii.
(Snustad et al. 2017)

Analyza specifickych nukleotidovych sekvenci, stejné¢ jako mnoho dal$ich analytickych
postupli, byvala omezena pfitomnostni balastniho materidlu nebo malym mnozstvim
dostupného vzorku. Metoda PCR tato omezeni umi obejit. Diky této technice je mozné béhem
par hodin mnohonasobné obohatit vzorek 0 konkrétni sekvenci DNA (Saiki et al. 1988).
Po 30 cyklech PCR se teoreticky vytvofi asi 10%% vice specifického produktu neZ ostatnich
usektt DNA, jejich podil je tak ve vysledné smési prakticky zanedbatelny (Snustad et al. 2017).
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Vychozim vzorkem pro PCR nemusi byt nutné dvoufetézcovd DNA, muze se jednat
I 0 molekulu jednofetézcové DNA a po jistych Gpravach procesu mize byt pouzita i RNA.
V kazdém ptipad¢ ale produktem této techniky bude dvoutetézcova DNA (Mullis et al 1986).

Polymerazova fetézova reakce nasla vyuziti v celé fadé obora napiiklad v kriminologii,
1ékarstvi, pfi studiu procestt mutageneze, ¢i detekci mutaci @ mnoha dalSich procesech
(Snustad et al. 2017).

3.6.1.1 Princip polymerazové fetézcové reakce

Cely proces PCR probiha ve 3 po sobé se mnohokrat opakujicich krocich: denaturace
templatové DNA, nasedani specifickych primerit na templatovou DNA (annealing)
a prodluzovani nového fetézce DNA (elongace) (Mullis et al. 1986; Saiki 1988).

Ke zdarnému provedeni PCR jsou potieba nasledujici komponenty: templatova DNA,
¢i RNA obsahujici cilovou sekvenci ur¢enou k amplifikaci, par primera (kratké oligonukleotidy
komplementarni ke znamym tsekiim ohrani¢ujicim cilovou sekvenci), volné deoxynukleotid
trifosfaty, enzym termostabilni DNA polymerazy, Mg?* ionty a pufrovaci roztok. Spravnost
provedeni a efektivita procesu se odviji od poméru téchto slozek. (Najafov & Hoxhaj 2017).

Prvni krok je zahdjen denaturaci DNA, toho je docileno zahtatim vzorku na teplotu
mezi 92-95 °C po dobu asi 15 s. Pii této teploté dojde k poruSeni vodikovych miustkd
a vysledkem je vznik jednofetézcovych molekul DNA (Snustad et al. 2017). Konkrétni doba
denaturace se odviji od délky témplatu a procentudlniho obsazeni G a C v ném (¢im vyssi %,
tim déle by denaturace méla trvat) (Najafov & Hoxhaj 2017).

Nésleduje druhy krok, ve kterém se roztok S denaturovanou templdtovou DNA ochladi
na teplotu mezi 50-60 °C . Tento pokles teploty umozni navazani primeru, kterych je v roztoku
nadbytek. Primer je kratky usek fetézce nukleové kyseliny komplementarni ke konkrétni oblasti
templatové DNA (Saiki et al. 1988). Primery byvaji dlouhé jen par bazi, optimalni délka je
zpravidla 18-30 nukleotid. Zvolené primery by mély byt komplementarni pouze K jedné
sekvenci v templatové DNA a nemély by byt komplementarni mezi sebou. Pii vybéru primert
se také bere v potaz jejich teplota tani, kterd by méla byt u obou primerti podobna a idealné
mezi 50-80 °C, stabilita na 3° konci a tendence ke vzniku sekundarnich struktur, které jsou
v tomto ptipadé nezadouci (Najafov & Hoxhaj 2017). Primer po navazani na templat poskytne
volnou 3’ hydroxylovou skupinu, ktera umoziiuje navazani dalSiho nukleotidu a dalsi
prodluzovani fetézce. Idealni annelacni teplota primeru zavisi vzdy na jeho délce a sloZeni
(Snustad et al. 2017).

Treti a zaroven posledni fazi celého cyklu je zahiati smési na teplotu, ktera aktivuje
enzym polymerazy (nejcastéji 72 °C ). Diky tomu mohou byt do nové vznikajiciho fetézce
zabudovavany volné nukleotidy, dochazi tedy k jeho prodluzovani (elongaci). Tato faze trva
obvykle 90 s . Timto je ukoncen prvni cyklus. Nové nasyntetizovana DNA se stava templatem
pro pfisti kolo. Proces se mnohokrat opakuje, obvykly pocet cykla je mezi 15 a 30. Amplifikace
probiha geometrickou fadou, z jediné dvousroubovice DNA tak mtze po 30 cyklech vzniknout
ptes miliardu kopii. (Snustad et al. 2017).

Diive byla pro PCR vyuzivana polymeraza izolovana z bakterie Escherichia Coli.
Vzhledem k tomu, zZe je ale pfi kazdém cyklu dosaZeno teploty, ktera DNA polymerazu E . coli
denaturuje a inaktivuje, bylo nutné ji na zacatku kazdého kola pfidavat manualné. Brzy

23



po vynalezu PCR, byla ale izolovana termostabilni DNA polymeraza, kterd je dnes znama
pod nazvem Taq. Tento enzym byl izolovan z termofilni aerobni bakterie Thermus agauaticus
vyskytujici se vV horkych pramenech. Taq postrada 3°— 5° korekéni aktivitu a ¢etnost mutaci
pii replikaci je proto pomérné vysoka (Saiki et al. 1988). V piipadech, kdy je vyzadovana
exaktnost, jsou z tohoto divodu pro PCR vyuzivany polymerazy s 3‘— 5°¢ korek¢ni aktivitou
napi. Pfu (izolovana z Pyrococcus furiosus) nebo Pwo (z Pyrococcus woesei), které vykazuji
az 10x vyssi presnost nez Taq polymeraza (Cline et al. 1996).
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Obrazek 13: Schématické znazornéni PCR
Upraveno podle: Yilmaz et al. 2012

3.6.2 Restrik¢ni Stépeni PCR produkti

V roce 1970 izolovali Smith a Wilcox enzym z bakterie Haemophilus influenzae, ¢imz
zpusobili revoluci vV molekularni biologii. Jednalo se totiz 0 enzym restrikéni endonukleédzy,
kterd na rozdil od fady dalSich endonuklaz nestépi DNA nahodné, ale pouze Vv restrik¢nich
sekvencich. Tato restrikéni mista byvaji obvykle tvofena 4 az 8 nukleotidy a mivaji
palindromaticky charakter. Vyraz palindrom oznacuje sekvenci nukleotidi, ktera se ¢te stejné
popiedu i pozpatku (Snustad et al. 2017).

Restriktdzy jsou piirozenym produktem bakterii, kterym pomadhaji chranit jejich
geneticky material. Cilovéa sekvence ve vlastni DNA je totiz methylovana, proto na ni enzym
nema ucinek. Pokud ale do organismu vnikne cizorodda DNA, ktera tyto tiseky methylované
nema, restriktaza ji degraduje (Snustad et al. 2017).

Schopnosti restrikénich endonuklaz je hojné vyuzivano i v nékterych molekularné
diagnostickych metodach. Testovand molekula je nejdiive amplifikovana pomoci PCR
a nasledné je Sté€pena pfislusnym enzymem. Pomoci elektroforézy na agarovém gelu lze pak
snadno rozlisit alelu S mutaci v restrik¢nim misté od alely nezmutované (Snustad et al. 2017).
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3.6.3 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je technika slouzici k separaci a analyze rizné¢ velkych molekul
DNA. Principem této metody je migrace zaporné nabitych molekul DNA skrz gelové médium
smérem K anodé. Mensi molekuly se diky niz§imu odporu pohybuji gelem rychleji. Aby bylo
mozné vysledky gelové elektroforézy pozorovat, je nutné gel nabarvit latkou, ktera DNA
zviditelni, nejcastéji byva k t€émto ucelim pouzivan ethidium bromid, ktery je ale silné
mutagenni. S ohledem na zdravotni rizika se dnes od této latky ustupuje a mnoho laboratoii
vyuziva nemutagenni barviva (Snustad et al. 2017).

3.6.4 Kapilarni eletroforéza

Kapilarni elektroforéza, Casto oznacovana také jako vysokoucinna kapilarni elektroforéza
(high-performance capillary electrophoresis — HPCE), je souhrnné oznaceni pro velice presné
separacni a analytické metody, realizované uvnitt tenkych kfemicitych kapilar naplnénych
roztokem elektrolytu ¢i gelem. Schéma zafizeni pro kapilarni elektroforézu je znazornéno
na Obrazku 14 (Kasicka 1997).

Zakladni princip elektroforézy, tedy separace rizné velkych zaporn€ nabitych ¢astic
na zaklad¢ jejich rozdilné rychlosti pohybu smérem Kk anod€, je samoziejmé zachovan.

jako rychlost pohybu nabitych ¢astic v kapalném prostiedi ve stejnomérném elektrickém poli
0 jednotkové intenzité. Pohyblivost iontu je ve vysledku pfimo imérna jeho naboji a neptimo
umérna jeho poloméru a viskozité roztoku (Kasicka 1997).

Pohyb smési v kapilafe ale neni disledkem pouhé pohyblivosti iontd. DalS§im
transportnim mechanismem pisobicim uvniti kapilary je elektroosmoticky tok, ktery vznika
pusobenim stejnomérného elektrického pole na vnitini sténu kapilar, kde se setkavd pevna
a kapalna faze. Vznika elektrickd dvojvrstva a v blizkosti stény se vytvaii potencidlni rozdil.
Pusobeni stejnomérného pole dochazi k pohybu veskerého roztoku v kapilate. Vzhledem
k tomu, Ze elektroosmoticky tok unasi vSechny Castice v kapilate, a tedy i ionty, stejnou
rychlosti, nedochazi v disledku jeho ptsobeni k separaci jednotlivych ¢astic. Vyznamné vSak
ovliviiuje rychlost celého procesu (Kasicka 1997).
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Obrazek 14: Schéma zatizeni pro kapilarni elektromigracni metody
Zdroj: Kasicka 1997
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4 Metodika
4.1 Zkoumané genotypy

Pro ucely této prace byly vyhodnocovany vzorky 50 jedincti plemene némecky ovéak
(24 fen a 26 psit). Vsichni testovana jedinci pochézeli z chovatelské stanice Policie CR, jednalo
se tedy o sluzebné upotiebené psy chované v homogennich podminkach. Tyto vysledky byly
nasledné porovnani S dostupnymi data 100 jedinct dalSich dvou plemen. Jednalo o 50 jedinct
plemene bearded kolie obou pohlavi (26 fen a 24 psti) a 50 jedincti plemene border kolie (25 fen
a 25 psi).

Ve vSech piipadech se jednalo 0 jedince s prikazem puvodu a z etickych divodu jsou
Vv bakalafské praci uvedeni anonymné.

4.2 lzolace DNA

Genomickd DNA byla izolovana ze stérii bun¢k bukalni sliznice testovanych psa. Stéry
provadéli sami chovatelé pomoci sterilnich cytologickych kartac¢ka. Pro zamezeni kontaminace
vzorku, bylo nutné drzet zvife nejméné puil hodiny pifed odbérem na lacno. Samotny odbér
vzorku probihal vsunutim sterilniho kartacku do dutiny ustni, kde byla krouzivymi pohyby
setiena vnitini epitelarni strana tvafe. Po celou dobu odbéru bylo nutné s kartackem
manipulovat tak, aby nepftisel do kontaktu S ni¢im jinym nez vnittkem st testovaného jedince.
Po odbéru bylo nutné nechat kartack zachnout a nasledné vlozit do sterilni zkumavky, ktera
byla fadn¢ oznafena pro ucely dalsi identifikace. Takto pfipravené vzorky byly uschovany
vV mrazicim boxu pii teploté -20 °C.

K odbéru DNA byly pouzity Kkity NucleoSpin® Tissue XS vyrobcem doporucenym
postupem.

4.3 Amplifikace a fragmentac¢ni analyza

4.3.1 Primery pro PCR

Pro amplifikaci exonu 111 genu DRD4 pomoci PCR byly pouzity dvojice primeri, které
ve své praci navrhli Ito et al. (2004). Jedna se 0 primery D4FFAM, D4DogR5A a D4DogBR5A.
Primer DAFFAM byl oznacen fluorescenéni barvou 6 -FAM™ (Applied Biosystems). Dvojice
pouzitych primert jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Pouzité primery

Nazev primeru Sekvence Zdroj
DAFFAM 5-TTCTTCCTACCCTGCCCGCTCATG-3¢

Ito et al. 2004
D4DogR5A 5¢- CCGCGGGGGCTCTGCAGGGTCG-3¢
D4FFAM 5¢-TTCTTCCTACCCTGCCCGCTCATG-3¢

Ito et al. 2004
D4DogBR5A 5-“TGGGCTGGGGGTGCCGTCC-3¢

4.3.2 Prvni amplifikace
Optimalizovana reakéni smés 0 objemu 12,5 ul méla nasledujici slozeni:

Tabulka 2: Slozeni reak¢éni smési pro prvni amplifikaci

Slozka Koncentrace
Templatova DNA 50 ng

Pfu polymeraza (Fermentas) 1,25 U-12,5ul?
BSA 0,1 mg-12,5ul?
Tris-HCL (pH=8,8) 20 mM
(NH4)2s04 10 mM
KCL 10 mM
Triton X-100 0,10 %
MgSO4, 2mM
dATP 250 uM
dCTP 250 uM
dTTP 250 uM
dGTP 125 uM
7-deaza-dGTP 125 uM
primer DAFFAM 0,5 uM
primer DADogR5A 0,5 uM
tetramethylamonium oxalat

(Top Bio) 2mM

Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) za nasledujicich podminek:

Tabulka 3: Podminky amplifikace

Faze Teplota | Doba trvani | Pocet cykli
Iniciace 98 °C 2 min 1
Denaturace 98 °C 30s

Annealing 65 °C 1 min 35
Elongace 74 °C 1 min

Finalni elongace 74 °C 10 min 1
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4.3.3 Fragmentacni analyza alel genu DRD4

Stanoveni velikosti produkti PCR probéhlo pomoci genetického analyzatoru ABI
PRISM® 310 (Applied Biosystems). Po amlifikaci byly vzorky nafedény ddH20 v poméru 49:1.
Z takto nafedénych vzorkt byl 1 pl roztoku pfenesen do nové zkumavky. Do zkumavky bylo
poté piidano 14,2 ul roztoku skladajiciho se ze 14 pl Hi — Di formamidu a 0,2 ul velikostniho
standardu GeneScanTM — 600 Liz® Size Standard (Applied Biosystems). Velikostni standard
pomaha stanovit velikost amplifikovanych alel. Reakéni smési byly denaturovany v
termocykleru pii teploté 95 °C po dobu 5 minut a nasledné prudce zchlazeny na teplotu 4 °C.
Takto pfipravené vzorky bylo mozné pouzit pro fragmentacni analyzu.

Pro fragmenta¢ni analyzu tandemovych repetic byl pouzit polymer POP4 (Applied
Biosystems) s filtrem G5. Hodnota napéti pro nastiik vzorkid byla 5 KV a doba trvani nastiiku
5s. Samotna separace probihala za napéti 15 kV, pti konstantni teploté 15 °C po dobu 33 minut.
Vystupy analyzy automaticky zaznamenaval program GeneMapper 4 .1 (Applied Biosystems).
Pomoci tohoto programu byla nasledné stanovena i velikost amplifikovanych alel.

4.3.4 Druha amplifikace

Protoze jsou sekvence alel 447a a 447b stejné dlouhé, je K jejich rozliSeni potieba nutna
druha PCR amplifikace za pouziti jiného R primeru. Diky této druhé amplifikaci vznikaji dva
rozdiln¢ dlouhé snadno rozlisitelné produkty. Jedna se o sekvenci dlouhou 150 bp v pfipadé
alely 447a a 162 bp v ptipad¢ alely 447b (Ito et al. 2004).

Optimalizovana reak¢ni smés 0 objemu 12,5 pl méla nasledujici sloZeni:

Tabulka 4: Slozeni reak¢éni smési pro druhou amplifikaci

Slozka Koncentrace
Templatova DNA 50 ng

Pfu polymeraza (Fermentas) 1,25 U-12,5ult
BSA 0,1 mg-12,5ul?
Tris-HCL (pH=8,8) 20 mM
(NH4)2504 10 mM
KCL 10 mM
Triton X-100 0,10 %
MgSO4, 2mM
dATP 250 uM
dCTP 250 uM
dTTP 250 uM
dGTP 125 uM
7-dedza-dGTP 125 uM
primer DAFFAM 0,5 uM
primer DADogBR5A 0,5 uM
tetrame_thylamonium oxalat 2 mM
(Top Bio)
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Amplifikace probihala v termocykleru C1000 (BioRad) za téchto podminek:

Tabulka 5: Podminky amplifikace

Faze Teplota Doba trvani Pocet cykli
Iniciace 98 °C 2 min
Denaturace 98 °C 30s
Annealing 65 °C 1 min 35
Elongace 74 °C 1 min
Finalni elongace 74 °C 10 min 1
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5 Vysledky

Tabulka 6 obsahuje piehled zjisténych genotypti U vSech testovanych jedincti plemene
némecky ovcak. Tabulky 7 a 8 obsahuji data tykajici se plemen bearded kolie a border kolie.

Tabulka 6: Vysledky — némecky ovéak

Vzorek | Pohlavi | Barva Srst Genotyp

1 | pes vlkoseda kratka 447al447a
2 | pes vlkoseda kratka 447al447b
3 | pes vlkoseda kratka 435/447a

4 | pes vlkoseda kratka 447al447a
5 | pes vlkoseda kratka 447al447b
6 | fena vlkoseda kratka 447al447b
7 | fena ¢erna se znaky kratka 447al447a
8 | fena ¢erna se znaky kratka 447al447a
9 | pes Cerna se znaky kratka 447al447a
10 | pes ¢erna se znaky kratka 447al447a
11 | fena vlkoseda kratka 447al447a
12 | fena vlkoseda kratka 435/447b

13 | fena vlkoseda kratka 447al447a
14 | fena vlkoseda kratka 447al447b
15 | fena vlkoseda kratka 447al447a
16 | pes cerna se znaky kratka 447al447a
17 | fena ¢erna se znaky kratka 435/447a

18 | pes vlkoseda kratka 447al447a
19 | pes vlkoseda kratka 447al447b
20 | pes ¢erna se znaky kratka 435/447b

21 | pes vlkoseda kratka 447al447a
22 | pes cerna se znaky kratka 447al447a
23 | fena ¢erna se znaky kratka 447a/498

24 | fena ¢erna se znaky kratka 447al447a
25 | fena vlkoseda kratka 447al447a
26 | pes vlkoseda kratka 447al447a
27 | fena vlkoseda kratka 447al447a
28 | fena vlkoseda kratka 447al447a
29 | pes cerna se znaky kratka 435/447a

30 | fena ¢erna se znaky kratka 447al447a
31 | fena vlkoseda kratka 447al447a
32 | fena ¢erna se znaky kratka 447a/447b
33 | pes vlkoseda kratka 447al447b
34 | pes cerna se znaky kratka 435/447a

35 | pes vlkoseda kratka 447al447a
36 | pes vlkoseda kratka 447al447a
37 | pes cerna se znaky kratka 435/447a

38 | fena vlkoseda kratka 447al447a
39 | fena vlkoseda kratka 447a/498
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40 | pes ¢erna se znaky kratka 447al447a
41 | pes ¢erna se znaky kratka 447al447a
42 | fena cerna se znaky kratka 447al447a
43 | fena vlkoseda kratka 447al447a
44 | fena vlkoseda kratka 447al447a
45 | pes vlkoseda kratka 435/447a
46 | fena ¢erna se znaky kratka 447a/447b
47 | pes cernd se znaky kratka 447al447a
48 | pes vlkoseda kratka 447al447a
49 | pes vlkoseda kratka 447al447a
50 | fena vlkoseda kratka 447a/447b
Tabulka 7: Vysledky — bearded kolie
Vzorek | Pohlavi | Barva Srst Genotyp
1 |fena Cerno-bila dlouha  |435/498
2 | pes ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
3 | pes ¢erno-bila dlouha  |447a/498
4 | pes Cerno-bila dlouha  |447a/498
5 | pes hnédo-bila dlouha  |447a/447a
6 | fena ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
7 | pes Cerno-bila dlouha | 447a/447a
8 | pes ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
9 |fena ¢erno-bila dlouha  |447a/498
10| fena Cerno-bila dlouha | 447a/447a
11| pes Cerno-bila dlouha  |447a/498
12 | fena ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
13 | fena ¢erno-bila dlouha 447al447a
14 | fena modro-bila dlouha 4473/498
15 | fena ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
16 | fena hnédo-bila dlouhda  |447a/447a
17 | fena ¢erno-bila dlouha 447a/447a
18 | fena ¢erno-bila dlouha  [435/447a
19 | pes ¢erno-bila dlouha  |498/498
20 | fena modro-bila dlouhda  |447a/447b
21 | fena ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
22 | fena ¢erno-bila dlouha  [435/447a
¢erno-bila
23| pes tricolor dlouha 447al447a
24 | fena modro-bila dlouha 4473/498
25 | fena Cerno-bila dlouha | 447a/498
26 | pes modro-bila dlouhda  |447a/498
27 | fena ¢erno-bila dlouha  |447a/447a
28 | pes hnédo-bila dlouha | 447a/447a
29| pes cerno-bila dlouha 447al447a
30| pes plavo-bila dlouha 447al447a
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31 |fena hnédo-bila dlouha 447a/498
32| fena modro-bila dlouha 4473a/498
33 | fena Cerno-bila dlouha 447al447a
34 | pes hnédo-bila dlouha 447a/498
35| fena modro-bila dlouha 435/447b
36 | fena modro-bila dlouha 447al447a
¢erno-bila
37| fena tricolor dlouha 4473a/498
38 | fena Cerno-bila dlouha 447al447a
39 |fena Cerno-bila dlouha 447al447b
40 | pes Cerno-bila dlouha 447a/498
41| pes Cerno-bila dlouha 447a/498
42 | pes Cerno-bila dlouha 447al447a
43 | pes hnédo-bila dlouha 447al447a
44 | pes hnédo-bila dlouha 447a/498
45 | pes Cerno-bila dlouha  |447al447a
46 | pes Cerno-bila dlouha  |447al447a
47 | pes Cerno-bila dlouha 435/498
48 | fena Cerno-bila dlouha 447al447a
49 | pes hnédo-bila dlouha  |447al447a
50 | pes modro-bila dlouha 447a/498
Tabulka 8: Vysledky — border kolie
Vzorek | Pohlavi | Barva Srst Genotyp
1 | fena Cernobila dlouha | 435/447a
2 | fena Cernobila dlouha | 435/447a
3 | pes ¢ernobila dlouha 447al447a
4 | pes tricolor dlouha 447al447a
5 | pes hnédobila dlouha | 447a/447a
6 | pes hnédobila dlouha 447al447a
7 | pes hnédobila dlouha | 435/447a
8 | fena dernobila dlouha 435/447a
9 | fena tricolor dlouha 435/447a
10 | fena ¢ernobila dlouha 447a/447a
11 | pes hnédobila s dlouha | 447a/447a
palenim
12 | fena dark sable dlouha 435/447a
13 | fena Cernobila dlouha | 447a/447a
14 | pes sable merle dlouha 435/447a
15 | pes blue merle dlouha | 435/498
16 | fena Cernobila dlouha | 447a/447a
17 | pes hnédobila s dlouha | 447a/447a
palenim
18 | fena Cernobila dlouha | 435/447a
19 | pes Cernobila dlouha | 435/447b
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20 | fena ¢ernobila dlouhd | 447b/4470
21 | pes ¢ernobila dlouhd | 435/447a
22 | fena ¢ernobila dlouha 447a/447a
23 | pes hnédobila s dlouha | 447a/447a
palenim
24 | fena ¢ernobila dlouhd | 435/447a
25 | fena ¢ernobila dlouha | 447a/447a
26 | fena blue merle dlouha 447al447a
27 | pes ¢ernobila dlouhd | 447a/447a
28 | fena ¢ernobila dlouha 447b/498
29 | fena ¢ernobila dlouha 435/447a
30 | pes ¢ernobila dlouha 447b/498
31 | fena ¢ernobila dlouha | 447b/498
32 | pes tricolor dlouha 447al447a
33 | pes ¢ernobila dlouha 447b/498
34 | pes ¢ernobila dlouha 447al447a
35 | fena ¢ernobila dlouha | 435/498
36 | pes ¢ernobila dlouha 447al447a
37 | pes tricolor dlouha 447al447a
38 | fena ¢ernobila dlouha | 447a/447a
39 | pes modrobila dlouha | 447b/498
40 | fena hnédobila s dlouha 447a/447b
palenim

41 | fena ¢ernobila dlouha | 447a/447b
42 | fena blue merle dlouha 447a/447b
43 | pes ¢ernobila dlouha | 435/447b
44 | fena ¢ernobila dlouha | 447b/447b
45 | pes ¢ernobila dlouha 447a/447b
46 | fena ¢ernobila dlouha | 447a/447a
47 | fena ¢ernobila dlouha | 435/447a
48 | pes ¢ernobila dlouha 435/447a
49 | pes ¢ernobila dlouha 447al447a
50 | pes ¢ernobila dlouhda | 447a/447a
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5.1 Statistické vyhodnoceni

Na zakladé ziskanych dat byla vypoctena skute¢na a relativni frekvence genotypu a alel

pro kazdé plemeno.

Tabulka 9: Frekvence genotypt skute¢na

Bearded kolie Border kolie | Némecky ovcak
Genotyp (n) (n) (n)
435/447a 2 13 6
435/447b 1 2 2
435/498 2 2 0
447al447a 26 22 31
447al447b 2 4 9
447a/498 16 0 2
498/498 1 0 0
447b/447b 0 2 0
447b/498 0 5 0
Tabulka 10: Frekvence genotypt relativni
Genotyp Bearded kolie Border kolie | Némecky ovcak
435/447a 4% 26 % 12 %
435/447b 2% 4% 4 %
435/498 4% 4% 0%
447al447a 52 % 44 % 62 %
447al447b 4 % 8 % 18 %
4473/498 32 % 0% 4 %
498/498 2% 0% 0%
447b/44Tb 0% 4 % 0%
447b/498 0% 10 % 0%
Tabulka 11: Frekvence alel
Alela Bearded kolie | Border kolie Némecky oveak
435 5% 17 % 8 %
447a 2% 61 % 79 %
447b 3% 15 % 11 %
498 20 % 7% 2%

U vsech plemen byly detekovany celkem 4 alely genu DRDA4. Jednalo se o alely 435,
447a, 447b a 498, které vytvaiely v ramci plemen ruzné ¢etné homozygotni i heterozygotni
sestavy. Nejhonéji zastoupenou alelou byla naptic plemeny alela 447a, ktera se také nejcastéji
vyskytovala v homozygotni sestave.
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V ramci plemene bearded kolie bylo detekovano celkem 7 genotypl. Jednalo se
0 genotypy v homozygotnich sestavach 447a/447a a 498/498 a v heterozygotnich sestavach
435/447a, 435/447h, 435/498, 447al447h a 447a/498.

U plemene border kolie bylo pozorovano rovnéz 7 genotypt. Konkrétné se jednalo
0 homozygotni genotypy 447a/447a a 447b/447b a heterozygotni genotypy 435/447a,
435/447h, 435/498, 447a/447b a 447b/498.

U plemene némecky ovcak bylo narozdil od pfedchozich plemen detekovano pouze
5 riznych sestav. Jednalo se 0 homozygotni sestavu 447a/447a heterozgotni sestavy 435/447a,
435/447b, 447al447b a 447a/498.

Frekvence vyskytu alel a genotypt u jednotlivych plemen byly néasledné¢ mezi sebou
porovnany y’-testem, ktery slouzi ke statistickému hodnoceni shody mezi o¢ekavanymi
a pozorovanymi hodnotami. Hodnota y? je vypocitana pomoci nasledujiciho vzorce:

(x; —e;)?

2 _
XN =2 e

Xi = nameétené (zjisténé) hodnoty

ei = o¢ekavané hodnoty

N = stupen volnosti, N = n-1

n = pocet s¢itanci (pocet genotypovych ttid)

Tabulka 12: Porovnani frekvenci alel genu DRD4 u rtiznych plemen pomoci 2-testu

Bearded kolie Border kolie Némecky ovcak
Bearded kolie y?= 44,19705; v? = 169,563;
i p = 0,00000 p = 0,00000
Border kolie ¥?= 44,19705; ¥? = 28,181,
p = 0,00000 ) p = 0,00003
Némecky ovcak x? = 169,563; ¥ = 28,181; )
p = 0,00000 p = 0,00003
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Tabulka 13: Porovnani frekvenci genotypti genu DRD4 u rfiznych plemen pomoci x>-testu

Bearded kolie Border kolie Némecky ovcak
Bearded kolie ) ¥2 = 37,070; ¥? = 214,835;
p = 0,00001 p = 0,00000
Border kolie ¥? = 37,070; ] ¥2 = 31,115;
p = 0,00001 p = 0,00013
Némecky ovcak x% = 214,835; ¥ = 31,115; ]
p = 0,00000 p = 0,00013

Z vypoctu jasné vyplyva, ze pozorovana plemena se li§i v zastoupeni alel i genotypu
exonu 11 genu DRDA.

Data ziskana v této praci byla nasledné porovnana také s daty z predchozich studii
zahrnujicich némecké ovéaky (Ito et al. 2004; Hejjas et al. 2007). V Tabulce 14 jsou shrnuty
frekvence vyskytu nalezenych alel v této bakalatské praci a ve zminénych studiich.

Tabulka 14: Frekvence alel exonu I1l genu DRD4 zjisténé u némeckého ovcaka v bakalaiské

praci a v ptredchozich studiich

Alela BP Ito et al. 2004 | Hejjas et al. 2007
435 8 % 58 % 64,73 %
447a 79 % 36 % 35,3 %
4470 11 % 2% 0%
498 2% 4% 0%

Tyto frekvecne vyskytu alel pro plemeno némecky ovéak byly mezi sebou rovnéz

porovnany y2-testem.

Tabulka 15: Porovnani zjisténé frekvence alel vici pfedchozim studiim

Ito et al. 2004 Hejjas et al. 2007
BP 1 = 345,269; 12 = 439,460;
p = 0,00000 p = 0,00000

Pozorované vysledky této prace se neprolinaji s pfedchozimi vysledky studii genu DRD4

u némeckych ovcak.
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6 Diskuze

Tato bakalatska prace se zabyva polymorfismem exonu Il genu DRD4 u psi a vychazi
z jiz publikovanych studii na toto téma. Na problematiku je nahlizeno z pohledu ptipadného
vyuziti téchto poznatkl v oblasti selekce pst pro vycvik K asistenénim téelum.

Gen DRD4 ma vliv na postsynaptické piisobeni dopaminu, piedpokladad se proto,
ze ovliviiuje psychické vlastnosti lidi i zvitat. Hlavnim mistem zajmu studii je pfedevsim jeho
exon III, ktery ovlivituje vazebné schopnosti kodovaného dopaminového receptoru.

Prace Cerpa z poznatkd autort Ito et al. (2004), Hejjas et al. (2007) a Wan et al. (2013),
kteti jiz hledali souvislosti mezi genotypem sledovaného markeru a jeho vlivem na fenotypovy
projev povahy jedince. Z téchto studii jasné vyplyva, ze frekvence alel i genotypu se V riznych
populacich velmi vyrazné lisi a je tedy ovlivnéna plemennou piislusnosti. Studie, kterou v roce
2013 publikovali Wan et al. (2013) dokonce naznacuje, Ze se mezi jednotlivymi plemeny rizni
i fenotypovy projev stejnych genotypt, coz je jev, se kterym se u genu DRD4 muzeme setkat
i v populacich lidskych.

Autofi zminénych studii se domnivaji, Ze majoritni vliv na variabilitu genu DRD4 v ramci
plemen ma jejich proslechténost a pivod. Plemena starobyld vykazuji variabilitu vys§i nez
plemena, kterd vznikala az v pozd¢jsi fazi Slechténi.

Cilem této prace bylo provést genotypizaci 50 vzorkli plemene némecky ov¢ak a nasledné
tyto vysledky statisticky porovnat s dostupnymi daty pro dalsi dvé plemena pst a s vysledky
piechozich vyzkumu publikovanych autory Ito et al. (2004) a Hejjas et al. (2007).

Data ziskand v této praci potvrdila domnénku, Ze jednotlivd plemena se mezi sebou
vyznamng li§i v zastoupeni alel i genotypi exonu 111 genu DRD4.

U némeckych ov¢akl byly nalezeny celkem 4 alely (viz Tabulka 11), tyto shodné alely
byly nalezeny i ve studii autorti Ito et al. (2004). Oproti vyzkumu autori Hejjas et al. (2007)
obsahoval vzorek némeckych ov¢aku také alely 447b a 498.

V této bakalarské praci byla hodnocena skupina némeckych ovcakiti pochazejicich
Z chovatelské stanice policejnich psi. Hejjas et al. (2007) ve své praci porovnavali mezi sebou
némecké ovcaky z kategorie sluzebnich a rodinnych psd. Tito autofi zjistili u skupiny
policejnich pst vys$si stupen aktivity-impulzivity a soucasné pievazujici frekvenci alely 435
nad alelou 447. V ramci kolekce testovanych jedinci v této bakalaiské praci ale vyrazné
dominovala alela 447a (79 %). Tato skute¢nost muze indikovat to, Ze pro praci sluzebnich pst
byvaji preferovani psi s vyrazngj$im aktivné-impulzivnim chovanim.

Po porovnani pomoci y-testu se ani ostatni zjisténé frekvence alel neshodovaly
s frekvencemi alel z pfedchozich studii. Diivodem tohoto jevu by mohl byt pfili§ maly vzorek
testovanych pst, a to jak v této praci, tak | ve studiich pfedchozich. Ve vyzkumu kolektivu
ltoetal. (2004) ¢cital vzorek némeckych ovcakd 25 jedinci, ve studii autord
Hejjas et al. 241 jedinci (2007) a v této bakalarské praci 50 jedincii. Genotypizaci by tedy bylo
vhodné podrobit vétsi vzorek pst.

Ito et al. (2004) ptisuzovali ve své studii psim S vyssi frekvenci vyskytu alel 435 a 447a
kromé okcidentalniho piivodu také vyssi stupen reaktivity a nizsi stupen agresivity. Vsechna
zkoumana plemena maji ptivod v evropskych zemich a zminéné alely se ve vyssi frekvenci
objevovaly u vsech 3 plemen (viz Tabulka 11). Z plemenného standardu i z podstaty prace
asisten¢nich pst jasné vyplyva, Ze jedinci zminénych plemen nemaji jevit znamky agrese,

37



naopak maji byt vici ¢loveku velmi vstiicni a pratelsti, snadno ovladatelni, zivi a bystii.
Vysledky bakalatské prace tedy s touto domnénkou koresponduji.
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[ Zavér

Literarni piehled této prace byl zaméfen na souhrn poznatk tykajicich se polymorfismu
genu DRD4 a jeho vztahu k behavioralnim rystim psi. Pfehled také shrnuje zakladni argumenty
podtrhujici vyznam téchto studii pro oblast vycviku asistencnich pst.

V experimentalni ¢asti byla provedena genotypizace exonu Il genu DRD4 u 50 jedinct
pstt plemene némecky ovcak. Vysledky byly nasledné stasticky porovnany s dostupnymi daty
dalsich dvou plemen pst vyuzivanych pro asisten¢ni Gcely (bearded kolie a border kolie)
a s frekvencemi alel u némeckych ov¢aki ziskanych z prechozich studiich.

Vysledky prace jsou uvedeny Vv nasledujicich bodech:

e Exon Ill genu DRD4 vykazoval u plemene némecky ovéak mnohotny alelismus.
Ve vzorku testovanych jedinct byly pozorovany celkem 4 rizné alely (435, 447a,
447Db a 498). Tento vysledek potvrdil platnost prvni védecké hypotézy.

e Frekvence alel se pfi porovnani mezi riznymi plemeny vyznamné lisila. Tyto
rozdily byly statisticky vyznamné (y* hladina vyznamnosti 0,05). Statisticka
analyza tudiz potvrdila platnost druhé védecké hypotézy.

e Pozorovana frekvence alel exonu Il genu DRD4 u némeckych ovcaki
se neshodovala s frekvencemi alel z piedchozich studii (Ito et al. 2004;
Hejjas et al. 2007). U hodnoceného vzorku policejnich pst byla pozorovana
majoritni frekvence alely 447a. Ta byvd u némeckych ovcéakt davana
do souvislosti s vyssim skore pro aktivitu-impulsivitu, kterou je mozné
U sluzebnich pst predpokladat. Tudiz i tieti hypotéza zaméfend na vztah mezi
strukturou dopaminového receptoru a chovanim pst byla neptimo potvrzena.

Pro dalsi vyzkum by bylo vhodné do studie zatadit vy$si pocet testovanych jedincii.
Podrobngjsi studie vztahu genu DRD4 k behavioralnim rystim jednotlivych plemen pracovné
vyuzivanych psti by mohly poskytnout chovatelim nastroj, ktery by umozioval ranou selekci
vhodnych jedinct K riznym tcelim v zavislosti na pozadovanych vlastnostech.

Tradi¢ni selekéni metody jako je naptiklad testovani temperamentu Stéiat, nedokazou
predikovat UspéSnost dospélého pracovniho psa dostateCné presné a organizace zabyvajici
se vycvikem asistenc¢nich psil uz nyni hledaji zptisoby, jak tyto brzké selekce zpiesnit.

V soucasné dobé mohou chovatelé své psy podrobit Siroké skale genetickych testd, které
jsou zaméfeny piedevsim na vady fyzického charakteru, v budoucnosti by mohlo byt obdobné
testovani dostupné i pro behavioralni rysy.
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