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Souhrn

s

Kryptorchismus je jedna z nejrogsigjSich vrozenych vad, kterd se vyskytuje nejen
updi, ale i ujinych zviat a také u«lovéka. Resna picina kryptorchismu neni doposud
znama, pedpoklada se vSak vliv genetickych i negenetickfadktoni. Cilem prace bylo
studium struktury kandidatnich gempro kryptorchismus u isHOXA1Q INSL3 INHA
aTIMP1 pomoci pyrosekvenace. Vzhledem k tomu, Ze pestgeliym animalnim modelem
pro studium kryptorchismu u lidi, byly pro analyzuoleny vySe zmimé geny, nehbse
nachazeji jak v genomu psa, tak i v genadtoucka.

Predmétem obecnécasti diplomové prace bylo charakterizovat kryptasotus,
vybrané kandidatni geny pro kryptorchismus a mdbeke& — genetické metody umidjici
detailni studium genetické variability danych ge®rednmttem experimentalnéasti prace
bylo osekvenovani celych vySe uvedenychiugpamoci pyrosekvenatoru GS Junior System
u vybraného vzorku fisa nasledné vyhodnoceni ziskanych dat. Pomoci givesace bylo
analyzovano celkem @znych ged (HOXAL1Q INSL3 INHA, TIMP1, SOD1 a DNM1),

a proto byl konény testovany soubor 24 jediinczvolen na zaklaf poteby pro vSechny
provadneé studie. Pro pyrosekvenaci byli vybrani 3 kryplkadni psi tiznych plemen, ostatni
vzorky slouzily jako referami ukazatele pro provady vyzkum.

Po izolaci DNA z bukélnich bwk byly na zaklad publikovanych sekvenci navrzeny
dvojice primet pro vSechny kandidatni geny a pomoci long-rang B@plifikovany. Poté
byla zahajena samotna pyrosekvenace, skladajcip$pravy knihovny, emPCR a vlastniho
sekvenaniho kEhu.

Vysledky pyrosekvenace odhalily celkem 834 polymimti mist oproti refer&mi
sekvenci, z nichZ 15Zdstavovalo mutace v exonech kandidatnichigiejwtsSi variabilitu
vykazoval gerHOXA1Q kde v pozici 855. — 860. nukleotidu v exonu 1abyl10 z 24 vzork
detekovana delece Sesti nukledfidktera v produktu translace odpovida zratvou
aminokyselin. Do oblasti této mutace byl navrzemagieky marker, ktery umaeije
charakterizovat délkovy polymorfismus pomoci kapiidelektroforézy a je aplikovatelny
na ihzné populace fis Navrzena dvojice primé@rvymezujici dany Usek byla aplikovana
na soubor 24 pyrosekvenovanych jedincsoubor 12 kryptorchidnich jedibhc populaci
62 border terié@r, 65 border kolii a 68 bearded kolii. U testovanghorku populaci plemen
border teriér, border kolie a bearded kolie bylickgai jedinci bez ohledu na pohlavi
homozygotni bez delece 6 bp. Ve vzorku 18 sekvammlaceskoslovenskych wéki bylo
detekovano 7 jediric s mutovanou alelou. Vysledek genotypizace napouigau, Ze



na vyskyt delece 855 — 860 v exonu 1 géf@XA10ma vliv plemennd iislusnost jedince.
Zarover vSak byla zji&na vyrazna variabilita v daném n#ist souboru kryptorchidnich
jedinai citajicim 11 fiznych plemen. ProipsrgjSi charakterizaci a ifpadné potvrzeni
souvislosti této mutace s vyskytem kryptorchismpsiu by vSak bylo nutné testovattgi
pocet jedindg se zmignym fenotypovym projevem.

Vysledkem diplomové prace jsou nové, doposud népm@Ané poznatky o strukitel
kandidatnich geainpro kryptorchismusiOXA1Q INSL3 INHA a TIMP1 u psi. Bylo ziskano
velké mnozstvi dat, ktera mohou byt dale vyuZiteo galSi studium problematiky

kryptorchismu.

Kli ¢ova slova: pes domaci{Canis lupus familiaris L,)kryptorchismusHOXA1Q INSL3
INHA, TIMP1, pyrosekvenace, 454/Roche



Summary

Cryptorchidism is one of the most frequent congeniiefects that occurs not only
in dogs but also in other animals, as well as im.nide exact cause of cryptorchidism has not
been known until now, however an effect of genettc well as non-genetic factors is
presumed. The aim of the work was a study of theicsire of candidate genes
for cryptorchidism in dogslOXA1Q INSL3 INHA andTIMP1 by means of pyrosequencing.
Since the dog is a suitable animal model for th&lstof cryptorchidism in man, above
mentioned genes were selected for the analysisubedhey occur both in the dog and man
genome.

The objective of the general part of the mastetiesis was to characterize
cryptorchidism, selected candidate genes for crgptdism and molecular-genetic methods
enabling a detailed study of genetic variability tfe given genes. The objective
of the experimental part of the master’s thesis sexgiencing of the above mentioned genes
by means of the pyrosequencing device GS JunioteBysn a selected sample of dogs.
The total of 6 different genedHOXAL1Q INSL3 INHA, TIMP1, SOD1 and DNM1) were
analyzed by pyrosequencing. For this reason thal et of 24 individuals was selected
according to the needs for all realized studiese@cryptorchid dogs of various breeds were
selected for pyrosequencing other samples servegfegncel group for the current research.

After isolation of DNA from the buccal cells, paw$ primers for all candidate genes
were proposed on the base of published sequenodsaraplified by means of long-range
PCR. Thereafter pyrosequencing was started, comgisf the DNA library preparation,
emPCR and the actual sequencing course.

Results of the pyrosequencing revealed the total 88# polymorphic loci
in comparison with the reference sequence. Ouh@ht152 represented mutations in exons
of the candidate genes. GeH®XA10showed the highest variability,where in the pasiti
855.-860., nucleotide in exon 1, deletion of 6 bgswdetected in 10 out of 24 samples. This
deletion corresponds to the loss of two aminoaaidihe product of translation. A genetic
marker was proposed to this region that enablesh&oacterize the length polymorphism
by means of capillary electrophoresis and can bgeliexp to various dog populations.
The proposed pair of primers delimiting the giveect®on was applied to a set
of 24 pyrosequenced individuals, a set of 12 cngbtiol individuals, population of 62 border
terriers, 65 border collies and 68 bearded colliesthe tested sample of populations

of the breeds border terrier, border collie andrdbec collie all individuals regardless of sex



were homozygous without the 6 bp deletion. In tam@le of 18 sequenced Czechoslovakian
wolfdogs 7 individuals with the mutated allele wetetected. Result of the genotyping
indicates that occurrrence of the deletion 855-866xon 1 of the genelOXA10is affected
by the breed origin. However, a distinct variapilat the given section was determined
in the set of cryptorchid individuals comprising Yarious breeds. Nevertheless, a larger
number of individuals with the mentioned phenotygi®uld be tested for a more exact
characterization and validation of the possibl& letween this mutation and cryptorchidism
in dogs.

Results of the master's thesis are novel until nawpublished findings
on the structure of candidate genes for cryptorsmdHOXA1Q INSI3 INHA and TIMP1
in dogs. A large number of data was obtained tteat be further used for the study

of cryptorchidism.

Keywords: domestic dog(Canis lupus familiaris L,) cryptorchidism,HOXA1Q INSL3
INHA, TIMP1, pyrosequencing, 454/Roche
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1 Uvod

S rozvojem biotechnologii, ktery nastal v posletini&tech, doSlo doslova k revoluci
v oblasti sekvenovani nukleovych kyselin. Genetiokéoluce ukotila éru téngi tiiceti let
sekvenovani DNA s vyuzitim jediné metody a rychbzwoj wdnich disciplin jako je
genomika a bioinformatika. Tento pokrok byl uméiZnnejen vyvojem v molekularni
biologii, ale i vyp@etni technice, optice a dalSich oborech. \casné dob je mozné
osekvenovat celé genomyiznych organisrin v kratSim ¢ase a f menSich nakladech.
Pozornost je &ovana zejména studiu lidského genomu. Nové teolgrel umoiuji
osekvenovani a porovnani tisiidskych genom béhem rékolika mesiai. O jak markantni
zmeénu se jedna, Ize zjistitipsrovnani gasem, ktery zabralo sekvenovani prvniho lidského
genomu trvajiciho ies deset let. Velky posun nastal diky biotechnolkadginu pokroku
i v Iekarské genetice. Identifikaceiznych geih a jejich funkci nize vést k pochopeni
biologickych pochod v organismu a objasnit podstat&kterych onemoctni. Znalost
piiciny onemockni piispiva k nalezeni novych moznostébg, pipadré prevence daného
onemocgni. Pro studium genetické podstaty lidskych nembgvaji ¢asto vyuzivany
animalni modely. Z hlediska genetiky byvaji porovéwdy sekvence lidskych gén
s odpovidajicimi geny zkdt. Dualezitou roli zde vSak hraje i podobnost fyziologick
proces, anatomie a fenotypovych projestudovaného onemogmi. Pro studium iiciny
nékterych onemoaini ¢lovéka, mezi které pét i kryptorchismus, je vhodnym animalnim
modelem pes domadCénis lupus familiaris L).

Kryptorchismus, jehoZz geneticka podstata fedpetem studia diplomoveé prace, je
vada postihujici reproddki systém sani;c ktera se objevuje utznych druli zviiat
i uclovéka. Jednd se o rigjstji popisovany vrozeny defekt s&mpohlavni soustavy.
Predmétem studia diplomové prace byla analgtgr kandidatnich gehpro kryptorchismus
u psi —HOXA1Q INSL3 INHA a TIMPLl Jelikoz byl v poslednich letech zaznamenan
zvySeny naist vyskytu kryptorchismu ulidi, byly pro studiumergetické piciny
kryptorchismu zvoleny pravtyto geny, neb se vyskytuji jak v genomu psa doméciho
(Canis lupus familiaris L), tak v genomuloveéka.



2 Védecké hypotézy a cile prace

2.1 Védeckeé hypotézy

Diplomova prace je zaloZena na potvrzeni nebo wamé nasledujicich édeckych

hypotéz:

Na zéklad studia literarnich pramérbylo zjiS€no, Ze mutace garHOXA1Q INSL3
INHA aTIMP1 mohou teoreticky ovlivnit proces vyvoje a sestupdat. Lze teoreticky
piedpokladat, Ze mutaceckierych z échto geri by mohly korelovat se vznikem

kryptorchismu.

Lze pedpokladat, Ze i v kodujicich sekvencich vySe umgde gerd se mohou
nachazet mutace typu substitutetzrné rozsahlé inzerce a delece. Subsgtifumutace
mohou v gkterych pFipadech vést ke ztnam aminokyselinovych sekvenci
kodovaného proteinového produktu. Inzerce a defeobou zfisobit posuncteciho
ramce vedouciho ke vzniku zcela jiné aminokyseknsskvence. Mohou vSak existovat

i delece a inzerce, které owuivji délku polypeptidu.

Existuji kometn¢ vyrdbiné DNA polymerazy (long-range), které jsou schopné
amplifikovat dlouhé fragmenty DNA. Tyto polymeradge pouZzit pro amplifikaci

celych mensSich eukaryotnich gen

Metoda pyrosekvenacergqalstavuje vysoce citlivy nastroj, ktery umozni stah
sekvence studovanych geamplifikovanych pomoci long-range polymeraz.

Sekvence ziskané pyrosekvenovanim Ize porovnatferergnimi sekvencemi
uvedenymi v mezinarodni nukleotidové databazi at#ée presrt identifikovat mista
jednotlivych mutaci.

Mutace typu inzerce / delece lze detekovat pomagnmientani analyzy vyuzivajici

kapilarni elektroforézu a fluoresca® znaené primery.



- Sekverni podobnosti exonovyctasti ged a proteinovych produktlze vyhodnocovat

pomoci kladograrin

- Lze predpokladat, Ze gkteré z odhalenych mutaci mohou vykazovat rozdiketnost

vyskytu u kryptorchidnich a zdravychtps

2.2 Cile prace

Konkrétni cile diplomové prace vychazeji z vySe dergych ¥deckych hypotéz.

Vzhledem k tomu, Ze metoda pyrosekvenac# pazi pongrné nové metody studia gendm

byla ftada zcih prace zarrena na optimalizaci celého postupu vedouciho kzeaie

polymorfismi studovanych gen Tyto cile Ize charakterizovat nasledujicimi body:

Ziskani

vzork DNA psi s diagnostikovanym unilateralninti bilateralnim

kryptorchismem

- Navrzeni primerovych primérohranéujicich studované geHOXA1Q INSL3 INHA,

TIMP1 a amplifikace celych gén

- Elektroforetické owteni velikosti amplikofi a gelova purifikace amplifikovanych gen

- Pyrosekvenace studovanych ¢en

Ptiprava knihovny pro pyrosekvenaci
emPCR

Priprava pikotitr&ni destéky

Vlastni pyrosekvenace

Uprava a filtrovani dat, vyhodnoceni frekvenci melgych mutaci

- Vybér mutaci lokalizovanych v exonovyctastech studovanych gema vyhledani

jednotlivych haplotyp

- Porovnani sekvemich podobnosti haplotypa produki translace exonovyckiasti

studovanych gaenpomoci kladograrin



NavrZzeni PCR markeru pro detekci vybrané mutace ggece s cilem identifikovat

variabilitu pomoci kapilarni elektroforézy u soubdryptorchidnich a zdravych {os

Nalezeni teoreticky moznych vztaimezi vyskytem detekované mutace a projevem

kryptorchismu



3 Literarni p ehled

3.1 Kryptorchismus

Kryptorchismus je jeden z rigstji se vyskytujicich vrozenych defeékt ktery se
objevuje wloveéka i u mnoha druinzvirat (Cox et al., 1978).

Kryptorchismus je charakterizovan jako stav, kdynj@ nebo ob varlata nesestoupi
Z dutiny Kisni do Sourku za dobu specifickou pro dany drudsata et al., 2008).

3.1.1 Kryptorchismus u lidi

Kryptorchismus je popisovan jako n&fokji se vyskytujici vrozena vada postihujici
déti muZzského pohlavi (Foresta etal., 2008). Klomiset al. (2004) uvagi, Ze u lidi
kryptorchismus postihuje 3 % ¢l narozenych wadném terminu a 30 % rqukasré
narozenych &i. Foresta et al. (2008) ro¥h poukazuji na fakt, Ze v poslednich desetiletich
dochazi k vyznamnému rnigstu prevalence kryptorchismu u lidickoli byva tento defekt
ozna&ovan jako lehk& vrozend malformacejze mit velky vliv na budouci zdravi a fertilitu
daneho jedince. Kryptorchismus se podili na snizg@odnosti daného jedince a zarave
piedstavuje rizikovy faktor pro rozvoj rakoviny varkgoresta et al., 2008). Toto potvrzuji i
Hutson et al. (1997), kteuvadji, Ze bez Iéby ¢i vhodného zakroku t¥e kryptorchismus
narusSit spermatogenezi, vést k neplodnosti i bgilm ¢initelem ve vyskytu rakoviny varlat
u postizeného jedince.

Presna etiologie kryptorchismu neni znama, jednd dleonmplexni poruchu
zpiusobenou spolu fEinénim genetickych i negenetickych fakior(Cox etal., 1978;
Rothschild et al.; 1988; Foresta et al., 2008) zBldad genetickych studii bylo zji&ho, Ze
tento defekt je kontrolovan vice genyieBpoklada se fpdevsim vliv ge@ ovliviwujicich
mechanismus sestupu varlat, jmendvilnsulin-like factor 3 a androgeny, z nichz
nejvyznamgjsi je testosteron produkovany Leydigovyminkami. Celkovy poet geri
podilejicich se na kryptorchismu vSak doposud znéemi. [Edicnost komplexnich
onemocgni je velmi slozZita a ovlivnitelna i negenetickyraktory. (Foresta et al., 2008).
Amann a Veermachaneni (2007jedpokladaji, Zze kryptorchismus neniugpben jednim
¢initelem, ale jedna se o vadu z&ménou vzajemnym fisobenim vice faktds zahrnujici

genetiku, epigenetiku a komponentyj&iho prostedi. Z vyznamnych negenetickyeimitelt



vn¢jSiho prostedi vyzdvihuji Foresta et al. (2008) zejména enidokrdisruptory, jejichZ vliv
a pisobeni nejen na zdraslbveka ale i zvifat se stal fednEtem mnoha studii poslednich let.
S rozvojem novych biotechnologickych metod zejmeéblasti sekvenovani DNA je
zaznamenavan n#st genetickych i klinickych studii genetické podgtannoha chorob a
defekti véetns kryptorchismu (Snustad a Simmons, 2009). Pagjaéni celkové sekvence
genomu psa (Lindblad-Toh etal., 2005) ¢ckovéka (International Human Genome
Sequencing Consortium, 2004) se ukazalo, Ze dikgtoamckym i fyziologickym
podobnostem je pes vhodnym animalnim modelem paiwsh kryptorchismu u lidi pomoci

komparativni genomiky a metody kandidatnichigéthanna et al., 2006).

3.1.2 Kryptorchismus u psi

Miller et al. (2004) publikovali, Ze kryptorchismyp®stihuje az 10 % doslych p4i.
Amann a Veermachaneni (2007) se domnivaji, Zestakrevnych plemen fisse vyskyt
kryptorchidi pohybuje mezi 1 — 11 % z celkové populace. Tohsslgje s #ive dosazenymi
vysledky Kawakami et al. (1984).

3.1.2.1 Mechanismus sestupu varlat

U santiho embrya se varlata vyvijeji z urogenitalni liS#gjich vyvoj je regulovan
genemSRY (sex-determing region Y), ktery se nachazi namlozomu Y (Sinclair et al.,
1990). V dutir briSni probiha jejich nitraglozni vyvoj. Kratce ped porodem nebo po porodu
sestupuji varlatariselnym kanalem do Sourku. Baumans et al. (1983utson et al. (1997)
roz&luji mechanismus sestupu varlat do dvou fazidsn trans-abdominalni faze dochazi
vlivem hormonu testosteronu k uveim zawsného vaziva upeéwjiciho varlata (Emmen
et al., 2000). Déle dochazi ke¢gSeni tzv. gubernacula, vazivového pruhu, kterywaiyt
pevné spojeni s varletem a podaoje jeho sestup do Sourku. &%eni gubernacula je
kontrolovano hormonemINSL3 (insulin-like hormon 3). HormonINSL3 je stejr
jako testosteron produkovan Leydigovyminkami (Yuan et al., 2006). #em druhé faze
zvétSuje gubernaculum svoji velikost za Urawvdutiny &isSni a i s varlaty migruje do Sourku
(Heyns, 1987). Tento proces je rézrkontrolovan testosteronem (Shenker et al., 2006).

UloZeni varlat v Sourku je nezbytné pro spermategenzdarny vyvoj spermii.

Spermie paebuji ke svému vyvoji teplotu nizsi, nez je tepltda. Sprave uloZzena varlata



v Sourku jsou dlezitym faktorem v plodnosti psa (Dostal, 2007)p&l by meél byt sestup
varlat ukoren do deseti tydnveéku Senéte (Dostél, 2007).

3.1.2.2 Typy kryptorchismu

Miller etal. (2004) popisuji dva typy kryptorchism unilateralni a bilateralni.
Unilateralni kryptorchismus znamena, Ze doslo &neit pouze jednoho varlete. Jedno varle
tedy nesestoupilo, ale druhé se nachazi na spravméstt v Sourku. U bilateralniho
kryptorchismu dochazi kretenci obou varlat. Dost2007) uvadi Vv souvislosti
s kryptorchismem jeStdva dalSi pojmy — monorchismus a anorchismus. Mdnsemus je
stav, kdy ma pes v Sourku sestouplé jedno varkelaédvarle nenitbec vyvinuto. Stav, kdy
pes nema vyvinuté zadné varle, ani v Sourku, amhiitiné biisSni ¢i téiselném kanalku, se
nazyva anorchismus. Oba tytfigmdy se vSak u pshachazeji jen vzaeén

Nejcastji je u psi popisovan unilateralni kryptorchismus. Miller &t @004) zjistili,
Ze pi retenci jednoho varlete se jedwasgji o varle pravé. Stejnych vysletlkdosahli
ve svych studiich jizidve Cox et al. (1978). Kawakami et al. (1984) wjade kryptorchidni
varlata jsou menSi nez varlata sestoupla v Souldesestoupla varlata lokalizovana
v ttiselném kanalku byvaji mensi, nez varlata v dukimSni. U unilateralnich i bilateralnich
kryptorchidi je nefasgjSi vyskyt nesestouplych varlat v dutimiiSni. Nachazet se vSak
mohou i v fiselném kanalk&i preskrotalni oblasti. Vékterych gipadech Ize nesestoupla
varlata lokalizovat palpaci. DalSi moZnostifegseni jejich lokalizace je sonografické
vySeteni (Miller et al., 2004).

3.1.2.3 Sexualni chovani kryptorchidnich ps

Sexualni chovani kryptorchidnichipse od jedint s plre vyvinutymi pohlavnimi
organy lisi. Bilateral& kryptorchidni psi jsou neplodni. Nesestoupla ‘arfgou vystavena
vySSi teplot, ktera znemaiuje zdarny proces spermatogeneze. Naproti tomulaterdlnich
kryptorchidi je spermatogeneze probihajici v sestouplém valbstigujici a psi jsou schopni
reprodukce (Kawakami et al., 1984).

Kawakami et al. (1984) ziskali ve svych pozorovac&tudiich vysledky, které
uvadsji, Ze sexualni chovani sledovanych unilateralrkgiptorchidi u feny viiji je ziejmé
u 2/3 danych ps U necelé polovinyéchto psi vSak chybla schopnost ejakulace. Dale

zjistili, Ze kvalita semene kryptorchidnich tpdbyla ve vSech sledovanych ukazatelich
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(celkovy objem semene, celkovyded spermii, Zivotnost spermii a jejich pH) hor&z m pd

s normalg vyvinutymi pohlavnimi organy.

3.2 Genetickd podstata kryptorchismu

Jednoznéna picina kryptorchismu neni doposud znama, avSak jednimavnich
faktoni podilejicich se na tomto defektu jsou geneticleglispozice (Cox et al., 1978, Cassata
et al., 2008, Zhao et al., 2010). Foresta et @082 zmiuji, Ze jiz existuje velké mnozZstvi
vysledii genetickych studii, které poukazuji na vliv geciggho pozadi jedince na vyskyt a
dédicnost kryptorchismu. Kryptorchismus nepodléha jedbé @di¢nosti, I1ze zde vSak
piedpokladat genetické zaloZzeni komplexni povahy (&a&., 1978).

Snustad a Simmons (2009) u¥adze genetické zakonitostiédiénosti komplexnich
znaki a onemoceni Ize dolle pozorovat studiem genotypizce i vzdalegji piibuznych
jedinai. Pritchard a Korf (2007) na zakkadtudii vyskytu iznych onemoaini v ramci rodin
vyskytu daného onemoémi u ¢leni rodiny vySSi nez vdzné populaci. Riziko postiZzeni roste
tim vice,¢im je uzSi pibuzensky vztah mezi jedinci. Toto potvrzuji i Fsieeet al. (2008),
ktefi publikovali, Zze u 22,7 % pacigns nesestouplymi varlaty byl zj&t pozitivni vyskyt
kryptorchismu v jejich rodinné historii. Dale veésstudii Foresta et al. (2008) uvfd
odhadovanou hodnotu koeficientu heritability kryptosmu wlovéka, kter&ini 0,67 + 0,16.
Tato odhadovana hodnota koeficientédidosti zn&i, Zze dany znak, kryptorchismus, je
Z267 % (0,16 %) podmén vlivem genotypu a ze 33 % (+0,16 %) faktorygjgrho
prostedi. K podobnému zé&w dosSli i Zhao et al. (2010), Kieve své praci studovali
genetické pozadi 156 psjednoho plemene auzné Urovi pribuznosti, a na zaklgd
srovnavacich studii identifikovali dvacet moznycan#idatnich geih pro kryptorchismus

u pgi.



3.3 Kandidatni geny

3.3.1 Metoda studia kandidatnich gem

Metoda studia kandidatnich demwychazi ze znalosti fugkiho proteinu ufitého
genu, ktery ma ipmy vztah k danému znaku nebo lze tento vztadpokladat vzhledem
ke struktute ¢i funkci daného proteinu (Snustad a Simmons, 20Bgijchard a Korf (2007)
uvadi, Ze u komplexnich oneme@an existujeifada kauzalnich géna vysledny znak je
kombinaci jejich minoritnich, ale i majoritnichtinka s iznou penetraci. P identifikaci
kauzalnich gein komplexnich onemoeéni u lidi se uplatuji studie dvajat, rodin, studie
s adoptovanymi &mi, popul&ni studie, analyza asociovanych polymorfisnvazebné
studie, biochemické studie a #¢i modely (Pritchard a Korf, 2007).

S rozvojem biotechnologii, fedevSim s dostupnosti sekvenovani DNA, doSlo
k identifikaci mnoha kédujicich oblasti genbitoveka i dalSich organisin V sowasnosti se
k vyhledavani kandidatnich gemejastji vyuziva tzv. poziné — kandidatni strategie, ktera
kombinuje vazebnou analyzu a asdniastudie. Tento postup umafe identifikaci alel
sdilenych vybranymi jedinci, &eni jejich pozice v genomu adeni vzdjemného vztahu mezi
konkrétni alelou, genotypem a fenotypem (Snust&oremons, 2009).

V souvislosti s kryptorchismem byly identifikovarkandidatni geny podilejici se
na ontogenezi jedince a dale geny, jejichz &mikprodukt ovliviuje sestup varlat, ktery je
kontrolovan tznymi fyziologickymi pochody, anatomickymi struk&mi a hormonalnimi

regulacemi (Amann a Veermachaneni, 2007).

3.3.2 GenHOXA10 — Homeobox A10

Gen HOXA10 pati do skupiny tzv. homeobox g&nrovniz ozn&ovanych jako
skupina homeotickych gén které se vyskytuji u &Siny eukaryotnich organisin Byly
popsany u rostlin, Zivacha i ¢loveka. Homeotické geny se vyzhai tim, Ze koduji
transkrigni faktory, a maji tak nezastupitelnou roli ve vijaného organismu (Holland,
2013). Spolenym znakem homeotickych ginje specifickd, 180 bp dlouha sekvence
nukleotidi, kterd se nazyva homeobox. Podobnost této sekvancejednotlivych genlisi
jak na arovni DNA, tak na arovni proteinu (Gehriagdiromi, 1986). Proteiny, které vznikaji
translaci homeotickych géra obsahuji homeobox, maji schopnost regulace ssgneych
geni. Je to dano tim, Ze sekvence homeoboxu vykaziugekeoy podobnost s regdtdami

sekvencemi promotéra zesilovai — enhanceér. Homeotické proteiny jsou tudiz schopné
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navazat se do regula oblasti jiného genu a tim ovlivnit miru jeho expe. Najastji se
homeotické proteiny vazou do specifickych oblastiig které jsou @leZité pro ontogenezi
daného organismu (Gehring a Hiromi, 1986).clovéka se homeobox genyld do ¢ty
hlavnich skupin, ozravanych A, B, C, D a jsou lokalizovany n&yiech fiznych
chromozomech (Scott, 1993). Wang et al. (2007) sennivaji, Ze #které mutace
v homeobox genech mohou mit spojitost s vyskyteyptlrchismu a neplodnosti u lidi.

GenHOXA10je uc¢lovéka lokalizovan na chromozomtislo 7. Klicovou roli hraje
béhem embryonalniho vyvoje jedince, owliye diferenciaci, morfogenezi a genovou expresi.
Vyznamré se podili na celkové Zivotaschopnosti embrya (S&683). Jak uvadi mezinarodni
nukleotidova databaze Ensembl (http://www.ensendpl,ogen HOXA10 se u psa nachazi
na 14. chromozomu, sklada se ze dvou éxoje velky 2439 bp.

Bertini et al (2004) publikovali, Ze cilena delegenu HOXA10 u mysSich samc
zpiasobuje kryptorchismus a neplodnost. R&xruvedli, Ze se u kryptorchidnich mySich
samd@ vyskytuji tizné mutace v exonu 1 tohoto genu. Na zakladhto poznatk vyslovili
domreénku, Ze getHOXA10hraje roli v plodnosti sanianejen u mysi, ale i u dalSich savc

Bertini et al (2004) se zabyvali studiem geHOXA10i u ¢loveka. Analyzovali
poZzadované sekvence z genomické DNA od 18 lidskpelgienti s kryptorchismem.
U 5 pacieni byl diagnostikovan bilateralni kryptorchismus, uwbych 13 se jednalo
o kryptorchismus unilateralni. Zaravanalyzovali stejny usek DNA i u 28 zdravych jedin
piedstavujicich kontrolni skupinu. V této studii bidentifikovana jedina mutace. Detekovan
byl SNP v pozici 1203. nukleotidu, kde byla dusédtdze guanin nahrazena adeninem
(G>A). Tato zamna vSak nezdginovala zménu aminokyseliny, jednalo se tudiz
o tzv. tichou mutaci. VySe zminy SNP byl navic zjigh u obou testovanych skupin.
Nachazel se u 2 pacién{tzn. u 11,8 %) s kryptorchismem a u 3 jedinitzn. u 10,7 %)
z kontrolni skupiny. Bertini et al. (2004) z vyskéd studie usuzuji, Ze neni vyléena
souvislost polymorfisiin v genuHOXA10s vyskytem kryptorchismu, avSak pro dalSi&gv
je nutné provést nové analyzy &3im mnozstvim testovanych jedincTo se shoduje
s vysledky studii Kolon et al. (1999), kitgZz rovneéz objevili polymorfismus v gentlOXA10
u lidskych pacierit s kryptorchismem.

Oba ¥decké tymy zdraziuji, Zze je feba dalSich rozsahlych studii tohoto i dalSich

gen pro ukeni konkrétni ficiny.
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3.3.3 GenINSL3 - Insulin-likefactor 3

INSL3 je gen ovliwiujici sekreci hormonu Insulin — likefactor 3, ktemgkdy byva
ozna&ovan také jako relaxin-like factor. Tento hormormpjedukovan pedevsSim v pohlavnich
tkanich samit i samic. GerINSL3se vyskytuje u mnoha sava jeho struktura nadpu mysi,
psa &loveka je velmi podobna (Truong et al., 2003).

Jak uvadi mezindrodni nukleotidova databaze Ensdhthp://www.ensembl.org),
u ¢lovéka se genNSL3nachazi na 19. chromozému a jeho velikost je GB0J gendNSL3
je popsan alternativni sébt, ktery vede ktvord raznych transkript. U ¢lovéka jsou
popsany d¥ mozné varianty mRNA skladajici sedae dvou, nebo zé&itexon. U psa se
dle databaze Ensembl (http://www.ensembl.org) r&cig@n INSL3 na 20. chromozému,
sklada se ze dvou exia je velky 1715 bp. Row# se u gj vyskytuje alternativni seish.

Truong et al. (2003) ve svém vyzkumu analyzovah §eSL3 u psa. Ve své studii
popsali rozdilnou expresi obou alternativnich tkaipsi, které nesou informace pro tvorbu
proteini o délkach 132 a 105 aminokyselin. Na zakladperimentu zjistili, Ze vice byla
exprimovana mRNA pro tvorbu delSi varianty proteidéarove: také dokazali, Ze pouze tato
varianta genu dokaze aktivovat jeden z hlavnicteptmi hormonuINSL3 tzv.GREAT
receptor. Ferlin et al. (2003) uviid Ze spravna funkc&REAT receptoru je ktiova pro
korektni sestup varlat do Sourkéhem embryonalniho vyvoje jedince, bezproblémovou
spermatogenezi a normalni hormonalni funkcecsampohlavnich zlaz.

Gen INSL3 kéduje protein, ktery se podili na vyvinu urogéimtho traktu samic a
ovliviiuje tak jejich plodnostCastji se vdak v souvislosti s hormondiMSL3 zmiiuje jeho
role pi regulaci diferenciace aistu gubernacula¢imz ma pimy vliv na sestup varlat
u sangiho pohlavi (Kawamura et al., 2004). Vyzkumy ré¥mkazaly, Ze produkce hormonu
santimi pohlavnimi zlazami je vysSi nez jeho produk@mgimi pohlavnimi Zlazami.
U samic je hormon produkovan thekalniminkami ve vajénicich a u samicLeydigovymi
bunkami ve varlatech. (Truong et al., 2003).

Truong et al. (2003) ip své dalSi studii zjistili, Zze delece gefNSL3 nebo jeho
receptoru vede u mySich saim& nesestoupeni varlat, kryptorchismu. Svymi dalSim
vyzkumy potvrdili, Ze spravna funkce gefNSL3 je nezbytna pro spravny vyvoj a sestup
varlat hem vyvoje u fiznych sagich samé@. To se shoduje sjiziive publikovanymi
vysledky Nef a Parada (1999), KteovrneéZz studovali 6zné cilené mutace geniNSL3

u mySich samc

11



Zimmermann et al. (1999) studovatiiiky genuINSL3u mysSi. Zabyvali se analyzou
tranksripfi genu v santich i sandich pohlavnich bikach jak v prenatalnim, tak
postnatalnim obdobi. Nejprve sledovali miru exprgeau u mySich embryi. U saftth
embryi nebyl detekovan zadny transkript gdihBL3 Poprvé byla exprese tohoto genu
u samic zaznamenana Sesty den po narozeni. Zimmeretaal. (1999) fedpokladaji, Ze
u samic ma geiNSL3vliv na folikularni vyvoj Ehem estralniho cyklu a graviditu. Naproti
tomu u mySich sanic byla zaznamenana transkmp aktivita genuINSL3 jiz béhem
embryonalniho vyvoje. S postupujicim vyvojem je@ise exprese genu zvySuje a nejvyssiho
stupré dosahne dovrSenim pohlavni désgti samce. Ve svém vyzkumu provedli
Zimmermann et al. (1999) cilenou deleci gelNSL3 u mySich samc Zjistili, Ze
u homozygotnich hybrid u kterych je exprese genu pddaa v obou alelach, se vyskytly
morfologické abnormality pohlavnich orgém kryptorchismus. Zarowiepotvrdili, Ze tito
jedinci byli ve vSech fipadech neplodni navzdory tomu, Zeifitgmnosti mysi samice
projevovali typické sexualni chovanfetré kopulanich reflex.

Dale Zimmermann et al. (1999) provedli histologick@alyzy varlat mysSich hybrii
u kterych bylo dosazeno kompletni delece giW8L3 Pro tyto é@ely byli vybrani jedinci
ve wku i meésial. Histologicky rozbor poskytlikazy o abnormalni spermatogenezi u vSech
testovanych jedinc Ve zkoumanych semenotvornych kandalcich bylo malezjen maly
pocet spermatogonii a malé mnozstvi primarnich spercytit, které byly navic defektni.
RovreZz Sertoliho biiky vykazovaly morfologické abnormality. Leydigovyitky se zdaly
byt beze zrany. Jako na vyznamny objev atitpoukazuji na absenci jakékoli itky, ktera
by proSla meiotickym #glenim. Ve varlatech nebyly nalezeny Zadné spermggtadruhého
fadu, spermatidy ani spermie. Naproti tomu heterotiygevykazovali Zzadné morfologické
zmeény ani neztratili schopnost plodnosti. Zimmermanrale (1999) vSak popisuji, Ze jsou
nositelé nezadouci alely, kterou mohdadat svému potomstvu.

Cassata et al. (2008) se z#iin na porovnavani genotypbilateralniho kryptorchida
s genotypy normath vyvinutych ps& v genech SRY,INSL3 a RXFP2. Molekularnimi
analyzami DNA s vyuzitim specifickych printepro exony zmi#énych kandidatnich génbyl
potvrzen polymorfismus danych gem vSech sledovanych jpsCassata et al. (2008) dale
zjistili, Ze u bilaterala kryptorchidniho psa byly specifické sekvenceig&RY a RXFP2
shodné se sekvencemidps normalg vyvinutymi pohlavnimi organy. AvSak v gedNSL3
byla u bilaterald kryptorchidniho psa prokdzana bodova mutace u a22inokyseliny.

Z obrazku 1 vyplyva, Ze doslo k nahtéatusikaté baze cytosinu tyminem (C > T). Cely &tipl
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se tim zndnil a doSlo k substituci aminokyselin — aminokysglialanin za aminokyselinu
valin (GCG > GTG, Ala > Val), jak rowi vyplyva z obrazku 1.

Obrazek 1: Bodova mutace v genldSL3— upraveno dle Cassata et al. (2008)

A

22\/3|
20Ala 21 eu 22Ala 23 ey 24Gly

V sowasnosti se 0 genlNSL3 diskutuje i v souvislosti s endokrinnimi disruptor
u kterych byl roviz popsan znay vliv na vyvoj jedince fedevsim sagtiho pohlavi. Bylo
zjisténo, Ze Leydigovy biiky produkujici hormonNSL3v testikularni tkani jsou primarnim
tercem pisobeni endokrinnich disruptgrcoz miZze vést k porucham ve vyvoji pohlavnich
214z (Anand-Ivell a Ivell (2014). Emmen et al. (B)@xperimental podavali Bezim mySim
samicim latku xenoestrogen diethylstilbestrol (DH$3ra seadi mezi endokrinni disruptory,
jez vyznamn zvySuji pravdpodobnost vyskytu kryptorchismu. Vysledky ukazahyZzenou
expresi genUNSL3 v testikularni tkani ovlivénych plodi. Podobny experiment zopakovali
a k podobnym vysledim dosgli i Mahood et al. (2006). 8&em kritické periody pro vyvoj
varlat plodu podavali flezim samicim potkan ftalaty, které jsou rowt znamé svoji
endokrinni aktivitou. Mienim byla znovu zjigha snizena exprese geiNSL3v testikularni
tk&ni plodi. Anand-Ivell a Ivell (2014) publikovali, Ze vlivneokrinnich disruptdr na vyvoj
santich pohlavnich orgédnlze detekovat i genim koncentrace hormonNSL3v amniové
tekutin® plodu. Autdi uvadji, Ze insulin-like faktor 3 riize byt dilezitym detektorem vlivu
raiznych latek na embryonalni vyvoj jedince. Pro poéwi této hypotézy jerdba dalSich

vyzkumi.
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3.3.4 GenINHA - Inhibin alfa

Inhibin alfa zaji§uje tvorbu stejnojmenného hormonu, ktery je proddko
v pohlavnich zlazach mtz Zen. Tento hormon se podili na mnohadsagich pochodech,
nag. na burcné proliferaci, apoptéze, imunitni reakci a hormonasekreci (Burger
a lgarashi, 1988).

Aktiviny a inhibiny predstavuji d¥ skupiny regulénich peptidovych hormdn které
vyznamré ovliviuji reprodukni soustavu u saiuc Chemickou stavbou se jedna
o glykoproteiny. Oba typy reguaich proteit jsou vyznamnou sa@asti tzv. hypofyzarh—
gonadalni osy. Maji velky vyznam jak u samic, takamé. Produkovany jsou v hypofyze
a v samtich i santich gonadéach. Inhibiny funguji jako antagonistéwakti (Marino a Zangi,
2013). U samic hraji a@bskupiny peptid dulezité role khem estralniho cyklu. Aktiviny jsou
nezbytné pro vyvoj folikul, ovulaci a formovani zlutéhgltska. Inhibiny stimuluji produkci
progesteronu. Inhibiny ro¥é kontroluji negativni zginou vazbou uvalovani folikuly
stimulujiciho hormonu (FSH) z hypofyzy. Naproti tomaktiviny ovliviiuji uvoliovani
folikuly stimulujiciho hormonu (FSH) z hypofyzy ptzni zpétnou vazbou a jejich produkce
z ovarii je pozitivé kontrolovana prav hormonem FSH. Korektni tgobeni &chto
gonadélnich hormdna jejich vzdjemny pogm je nezbytnym fedpokladem pro spravny
vyvoj a bezproblémovy chod reprodumich funkci u samic (Marino a Zangi, 2013).

| u sangiho pohlavi je dlezity mechanismus 2mych vazeb folikuly stimulujiciho
hormonu (FSH) progédnictvim aktivii a inhibini. U samé@ jsou aktiviny a inhibiny
produkovany Sertoliho hilkami v testikularni tké&ni. Kolisani hladiny hormonkSH
vyznamre ovliviiuje utv&eni zarodéného epitelu varlat a morfologii reproduiich orgai
sama@ béhem embryonalniho vyvoje. Nepostradatelnou funkéi inve spravném procesu
spermatogeneze. Ste&jjako u samic je hladina folikuly stimulujiciho moonu (FSH)
ovliviiovdna aktiviny progednictvim pozitivni zptné vazby a inhibiny prosgdnictvim
negativni zptné vazby (Weiss et al, 2010). Marino a Zangi (30d@pisuji aktiviny jako
dulezité morfogenetické faktoryigobici ve fetalnich varlatech. Jsou produkovamgdevsim
Sertoliho buitkami. U dosplych samé se podileji na spermatogenezi. Naproti tomu imiyibi
jsou produkovanyimvazré Leydigovymi buikami a podporuji sekreci hormonu testosteronu.

Marino a Zangi (2013) se také domnivaji, Ze naruSekrece aktivih a inhibin
muze vést k rakovi& varlat¢i rakoving Sertoliho, Leydigovych a granuléznich ru pgi.
To se shoduje s publikaci Kawakami et al. (19848uadue et al. (2008), Kieuvadji, ze

nespravna funkce inhibinmize vést k rakovi#varlat u pf, a zdiraziuji, Ze rakovina varlat
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castji postihuje pra¥ kryptorchidni jedince, ki& maji naruSené funkce pohlavnich Zzlaz.
U zdravych jeding je riziko vyskytu rakoviny pohlavnich orgamiZsi.

Stejre jako pedeslé dva geny se i géMHA objevuje u psailoveka a dalSich savg
zarover ho vSak nmizeme najit i u bakterii. Jak uvadi mezinarodni eoktiova databaze
Ensembl (http://www.ensembl.org), u psa se nachaz37. chromozomu, skldda se ze dvou

exon a je velky 3063bp

3.3.5 GenTIMP1 — Metallopeptidase inhibitor 1

Gen TIMP1 se podili na mnoha biologickych procesech spojengaegulaci
bunééného cyklu a schopnosti btknzahajit apoptézu. GeERIMPL1 pati do rodiny tzv. TIMP
geni (Tissue inhibitors of metalloproteinase). Protekdglované TIMP geny jsoufpodnimi
tkanovymi inhibitory matrixovych metaloproteindz. Matové metaloproteinazy (MMPS)
jsou enzymy, které jsou schopnépst vétSinu komponent mezibgtné hmoty. Krormd toho
maji vyznamny vliv na buné chovani. Ovliiuji burs¢nou proliferaci, diferenciaci,
migraci a obranny systém hitkn(Vu a Werb, 2000).

Ackoli o tomto genu neni v dostupnédeckeé literatie mnoho informaci, Zhao et al.
(2010) jej popisuje jako jeden z moznych kandiddtrgeri podilejicich se na kryptorchismu
u pgi.

Gen TIMP1 se roveZz objevuje u mnoha safrcvéetns clovéka. Popsan byl takeé
u rostlin. Jedn&a se o gen vazany na pohlavi, ldery lidi i p8 vyskytuje na gonozému X.
Dle mezinarodni nukleotidové databadze Ensembl (htpw.ensembl.org) se u psa sklada
Z 6 exoni a je velky 3571 bp
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3.4 Sekvenovani DNA

Sekvenovani DNA umgdaitije stanovit primarni strukturu nukleotidovélkiettzce.
Primarni struktura DNA je dana faaim nukleotid v jejich molekulach. Znalost sekvence
nukleotidhi umoziuje pochopeni molekularni podstaty zakladnich Igicloych a chemickych
proces.. Po uteni pdadi jednotlivych nukleotill v ietzci DNA je nasled& mozné odvodit
i aminokyselinovou sekvenci kddovanych prote{®marda et al., 2005). Sekvenovani DNA
pafti jiz fadu let ke standardnim metodam genetickych andlymZiti nachazi fedevsim
v analyzach genoin riznych organisin a @i vyhledavani a diagnostickém testovani
patologickych mutaci (Pritchard a Korf, 2007). Sadsa Simmons (2009) publikovali, Zze
vyvoj a zjednoduSeni pokfitych metod molekularni biologiec¢etné sekvenovani umoznilo
nékolik vyznamnych obje. Mezi nimi uvadji objev restriknich enzyni, zdokonaleni
gelové elektroforézy, umaajici detekovani fragmeitDNA liSicich se o jedinou bazi,
a objev novych metod a vekfompro klonovani. V roce 2009 ve své publikaci Sndista
a Simmons uvedli, Ze jsou znamy kompletiiskoro kompletni nukleotidové sekvence
genomi vice nez 2000 wir, 700 bakterii aiblizn¢ 30 eukaryot. Zaroveuvadji, Ze analyza
dalSich vice nez 200 eukaryotnich orgarisjiz zaala, a srozvojem novych metod
sekvenovani DNA se pet osekvenovanych gendnriuznych organismn bude rychlym

tempem navysovat.

3.4.1 Sekvenovani DNA 1. generace

V roce 1977 byly nezavisle na sobyvinuty prvni d¢ sekvenani metody — Maxam-
Gilbertova metoda a Sangerova metoda. Maxam-Gibart metoda, ozravana
jako chemickd metoda, je zaloZzena na specifické&radiegi fettzci nukleovych kyselin
pomoci chemickych sl@enin. Sangerova metoda neboli enzymova metoda kk&dza
na vyuZiti specifické inhibice enzymové syntézy leokidovych fetézci (Smarda et al.,
2010). O/ vySe popsané metody se liSi svym principem, alezname u nich i mnoho
spole&nych znak. Jako vychozi material pro sekvenovani DNA chemic& enzymovou
metodou jsou neéastji pouzivany naklonované restéiki fragmentyc¢i fragmenty ziskané

jako produkt PCR sipsré definovanymi konci (Smarda et al., 2010).
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3.4.1.1 Maxam-Gilbertova metoda

Chemickd metoda sekvenovani neboli Maxam-Gilbertowatoda nese nazev
po Allanu Maxamovi a Walteru Gilbertovi, Kfeji vynalezli. Podstatou této metody
sekvenovani je specifické rozgeni molekuly DNA v mistech, kde se nachazitarbaze,
vyuzitim ¢ty raiznych chemickych reakci (Snustad a Simmons, 2009).

Vychozi material pro sekvenovanfeplstavuji identické fragmenty jedettzcovée
DNA, které jsou na jednom z kaincadioaktivié znaeny. Soubor fragmeife nutné rozdit
do ¢tyr vzorki. Pri vyuZziti této metody je nutné modifikovat jednoéidusikaté baze tak, aby
v mist jejich vyskytu mohlo dojit k roz&beni fettzce ugitymi chemikaliemi. Mezi
chemické latky pouzivané pro navozeni specifickyobdifikaci dusikatych bazi pgat
dimethylsulfat, hydroxid sodny, kyselina mragea hydrazin. Podstatou modifikace bazi je
vytvoreni Kehkého mista ¥etézci, které je velmi nachylné keépeni, a naslednérgruseni
fettzce v definovanych Usecich. Ragni fetzce v zeslabenych mistech je zajist
pusobenim piperidinu na molekulu DNAripvysoké teplat. Vysledkem Sipeni velkého
mnozstvi molekul DNA je soubor fragménb rizné délce. Délka ziskanych fragmient
piedstavuje vzdalenosttiplusné dusikaté baze od radioaktivina&eného konce vychozi
molekuly DNA. Po roz$peni tettzci DNA jsou ziskané fragmenty roddny
na elektroforéze v denaturujicim polyakrylamidovégelu. Na gelu jsou pomoci
autoradiografie detekovany jen ty fragmenty, ktee§ou zné&eny konec. Od#enim polohy
jednotlivych pruli z autoradiogramu stanovime hledanou sekvenci DRafda et al.,
2010).

Maxam-Gilbertova metoda sekvenovani se vSaknd nepouziva (Snustad
a Simmons, 2009; Smarda et al., 2010)vd@lem je mozné zkresleni ziskanych demnpu
reaktivitou pouzitych chemickych sléenin, kterd mze byt ovliviena iznymi ne&istotami.
DalSi divod pedstavuje radioaktivita vyuzZivana ke zeai koné fragment DNA.

Chemicka metoda sekvenovani urge v porovnani s enzymovou metodou sekvenaci jen

viv s
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3.4.1.2 Sangerova metoda

Sangerova neboli enzymaticka sekvwaniametoda nese nazev po svém objeviteli
Fredericku Sangerovi. Tato metoda vyuZiv&itro syntézy DNA vznikajici prodluzovanim
komplementarniho primeru na 3" konci templatové veeke za pomoci enzymu
DNA — polymerazy (Snustad a Simmons, 2009).

Molekula DNA, jejiz sekvence ma byt stanovena, @ zouzita jako matrice
pro syntézuizné dlouhych a specificky zakéanych komplementarniaetzci (Smarda et
al., 2010). Nezbytnym ipdpokladem pro furtkhost enzymatické metody jsou specifické
vlastnosti DNA — polymerazy. Mezi¢npaki schopnost vytv@&t presné kopie templatove
DNA a schopnost syntetizovat specifidkedzce DNA ve smru 5" — 3 od primeru s volnou
3" — OH skupinou (Smarda et al., 2010). Specifidekoréeni noe vznikajicich, tzng
dlouhychietzah zaji¥uji dideoxynukleotidy (ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTB&grivaty
deoxynukleotid (dATP, dTTP, dCTP, dGTP). Dideoxynukleotidy nemag svém konci
piitomnou 3" — OH skupinu, kterd je nezbytna pro mgo dalsiho nukleotidu
fosfodiesterovou vazbou. Dideoxynukleotidy jsou deanikajici molekuly DNA
inkorporovany stej jako deoxynukleotidy, avSak absenci volné hydrox§l skupiny
na jejich konci je blokovano dalSi prodluzovéegzce. Dideoxynukleotidy tedy slouZi jako
terminatory no¥ vznikajicichtettzci DNA (Pritchard a Korf, 2007). @ezitym faktorem
v probihajicich reakcich je p@mzastoupeni dideoxynukleotica deoxynukleotitl, ktery je
v reakni snesi nefasgji udrzovan na 1:100. Dany pé&mvyjadiuje prav@podobnost
zabudovani jednoho z#yi dideoxynukleotid do now syntetizovanéhdetzce a je nadm
zavisla délka jednotlivych, ndhoglmakortenych fragmerit (Snustad a Simmons, 2009).

Pred gichodem fluoresceémich technik se reakce prowdy ve ¢tyrech oddlenych

bazow specifickych reasnich sngsich podob# jako u chemické metody sekvenovani. Kazda
ze ¢tyt zkumavek obsahovala templatovou molekulu DNA, Zjegekvence #la byt
stanovena, specificky primer, DNA — polymerazugsmsechityi deoxynukleotid, jednoho
z nich radioaktivé ozna&eného, a jeden ¢&ity typ dideoxynukleotid ve vhodném po#iu.
V kazdé zkumavce tak vznikly azn¢ dlouhé fragmenty zakéené danym
dideoxynukleotidem. Nasyntetizované fragmenty sezddldy pomoci elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu podle velikosti a &@@im jejich poadi byl zjiS€n sled
nukleotidh v dané sekvenci (Pritchard a Korf, 2007).
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3.4.1.3 Automatizace sekvenovani DNA

Vyznamny pokrok v sekvenovani DNAipes| objev technik fluorescéniho zng&eni
a vytvaeni gistroja pro automatické sekvenovani na principu Sangerengymatické
metody (Smarda et al., 2010). PouZitjt raznych fluorescetnich markei pro jednotlivé
badze umoznilo sjednoceni probihajicich reakci dibnge zkumavky a separaci vzniklych
fragmenti na jediné draze gelové elektroforézy (Pritchardaf, 2007). No¥ vzniklé
piistroje vyuZzivajici enzymatickou metodu sekvenovi@uu jiz plre automatizovany.
Elektroforeticka separace probiha v tenkych ka@drna tzv. kapilarnich elektroforézach.
Jejich prace zahrnuje separaci r@dakh produki, detekci, shromaZami dat i samotnou
analyzu a vyhodnoceni fali bazi (Smarda et al., 2010).

Vzhledem k moZnosti automatizace celého processasgerova enzymaticka metoda
stala nejvyuziva#)Si metodou sekvenovani az do konce 20. stolethgKet al., 2006).
Za vyuziti této metody byly osekvenovany genomy hanorganism véetné psa iclovéka.
Jejich sekvence jsou vanpristupné v genomovych databazich. Dikynto vyznamnym
pokrokim se sekvenovani DNA stalazmou metodou v medicinské diagnostice. Rdvn
bylo zap@&ato mnoho novych projektv oblasti vyzkumu a diagnostikyeédicnych chorob
a nadorovych onemoéni, personalni genomiky a celogenomoveho sekvendraspisilova
et al., 2009).

Sekvenovani celych gendgnpomoci Sangerovy metody je vSak velmi zdlouhavé
a nakladné. Proto se odgaku 21. stoleti z8naji vyvijet sekvenami metody nové generace

(Next—Generation Sequencing), mezi kter&ipgtyrosekvenace (PospiSilova et al., 2009).

3.4.2 Sekvenovani DNA nové generace

Sekvenovani nové generace zahrnuj&ohk technologii, které umdaitiji masivni
paralelni sekvenovani DNA (PospiSilova et al., 300®vni z ¢chto metod zé&aly byt
komekné dostupné teprve vroce 2004 a jejich zavedeniazastnilo praci mnoha
molekularé genetickych laboratd Se sekvenovanim nové generace se objevily nové
moznosti poskytujici &Si mnoZstvi informaci v kratSiasovém rozgti a s vyznamnym
shnizenim naklad(Mardis, 2008).

V souwasné dob existuje rkolik technologii oznéovanych jako metody sekvenovani
nové generace. Medi fptivodni pilomové metody pro masivni paralelni sekvenovartade
technologie 454/Roche, lllumina/Solexa Genome Aralya Applied Biosystems SOLID™
Systém. Tyto it platformy pozdji doplnily dalSi dva v satasnosti vyuzivané systemy,
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Helicos Heliscope ™ a Pacific Biosciences SMRT. d&Zz uvedenych technologii
predstavuje slozity komplex technologii zahrnujiciupiti specifickych enzyin dalSich
chemickych latek, vyuziti optiky s vysokym rozli$en a bioinformatiky zahrnujici
hardwarové a softwarové inZenyrstvi. Souhra jednmth sowasti umo#uje vysoce
aerodynamické kroky vifpraw vzorki pred sekvenovani DNA. Roa predstavuji zmiené
nastroje vyznamnou uspogasu a minimalni poZadavky pro souvisejici vybawensrovnani
s postupy sekvenovani 1. generace (Mardis, 2008).

U pouzivanych platforem sekvenovani nové generaeaalézt odliSnosti vifpraw
vzorki DNA pro sekvenovani, sekvatrdch reakcich, detekci ziskanych signatejré tak
i rozdily v objemu ziskanych dat casové narénosti. VSechny vSak naplji cile spdivajici
v usnadsni, urychleni a zlewni masivniho sekvenovani DNA a oteviraji nové ma#no
nejen v celogenomovém sekvenovani, ale i ve stmalogické diverzity, identifikaci
neznamych mikroorganisinzkoumani archeologickych natea mnoha dalSich biologickych
vyzkumi (Mardis, 2008).

3.4.2.1 Pyrosekvenace 454/Roche

Pyrosekvenace je vysocdepné sekvenovani, které je zaloZzené na detekeniza
v dasledku uvolgného pyrofosfatu (PPi)fpenzymatické syntéze DNA. V kotreém kroku
enzymatickych reakci je uvaino viditelné s¥tlo, jehoZ intenzita jefimo Uangrna mnozstvi
zabudovanych nukleotid Tento s¥telny zablesk je zaznamenan detektorem fioton
a v paitati zobrazen v podabtzv. pyrogramu (Smarda et al., 2005).

Pyrosekvenace ifmasi nové moznosti v celogenomovém sekvenovéei, novo
sekvenovani, identifikaci SNPs (Single Nucleotidely”orphisms), dale ip studiu
epigenetickych zgm, v metagenomice i paleogenomice (Ronaghi etl8bg8). Kometn¢ je
technologie pyrosekvenace 454/Roche vyuzivana k2604 (Mardis, 2008).

Prvnim krokem této laboratorni techniky j@gsava DNA knihovny. Nejprve je nutné
pripravit samotny vzorek DNA deny k sekvenaci.ieéd sekvenaci vzorku genomové DNA je
nutné jeho rozgpeni na fragmenty dlouhé 300 — 800 bj.viyuziti amplikoni z PCR reakce
neni fragmentace p@bna (Jarvie, 2005). Fragmenty DNA se smisi s papagarézovych
mikrokulicek, na jejichz ploSe se nachazeji oligonukleotighecefickych adaptérovych
sekvenci. Rpojeni kratkych adaptérna 3‘ a 5 konec kazdého fragmentu DNA jdeaité
pro ¢isteni, amplifikaci i samotnou sekvenaci jednotlivycdeli DNA (Mardis, 2008).
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Nasledujicim krokem je emulzni PCR reakce (emP®Ra zajisuje separatni
amplifikaci jednotlivych mikrokuliek nesoucich molekuly DNA. Jednotlivé mikrokidy
jsou izolovany v odélenych 100 um vodnich kapkach. Principem emPCR zglace
jednotlivych mikrokuléek v emulzi voda — olej, ktera zdjige amplifikaci molekul DNA
pomoci tzv. mikroreaktdr které obsahuji vSechny slozky fediné pro reakci. EmMPCR
umoziuje paralelni amplifikaci DNA, ip které vznika piblizné milion kopii templatové
molekuly DNA v kazdé mikrokulice (Jarvie, 2005). Vysledkem emPCR reakce jsou
mikrokapky s mikrokultkami s navazanymi fragmenty DNA i mikrokapky, ktemésou
prazdné mikrokutiky. Margulies et al. (2005) uvadi, Ze obvykla &#tost z jedné emPCR
reakce pedstavuje 450 000 mikrokdik obsahujici molekuly DNA, coz igdstavuje
priblizné 30 % celkového pu mikrokulicek obsazenych v reakci.

Mikrokulicky s navazanou DNA jsou poté umdisg do pikolitrovych jamek
na specialnicipové destiky. Technologie 454/Roche vyuZziva dekyi PicoTiterPlaté”

o velikosti 60 x 60 mm, které jsou temy optickymi vidkny z kemkitého skla. Velikost
jednotlivych jamek je uzjsobena tak, aby v kazdé jamce byla pr@dna mikrokukka
(Jarvie, 2005). Do kazdé jamky je potédana sekvermmi reakni snes, ktera obsahuje
enzymy DNA polymerazu, ATP sulfurylazu a luciferaziyto enzymy jsou nezbytné
ke vzniku s¥telného signélu z volného pyrofosfatu (PPi) (Maigsilet al., 2005). Jak jiz
nazev pyrosekvenace napovida, technologie je zadozea detekci zZéni v disledku
uvolnéného pyrofosfatu (PPi) fp enzymatické syntéze DNA. Snimaci CCD kamera
(z angl. ,the charge-coupled device") zachycujstley které je uvaiovano pi zabudovani
nukleotidu dotettzce DNA. Intenzita Z&ni je gimo Umérnd mnoZstvi zabudovanych

nukleotidi (Jarvie, 2005). Schéma pyrosekvenovani je znémorna obrazku 2.
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Obrazek 2: Schéma pyrosekvenovani (upraveno podle Mardis,)2008

1) Priprava DNA Kknihovny

fe-
4.5 hodiny )
e ama DNA je fragmentovina
:__ . Pomoci Ilebil.ﬁzace
Ligace
™ adaptorn —
AaB
B
Ky
DRNA P ssDNA knihovna
2) Emulzni PCR
>
8 hodin

S

¥ "

-

&

-

Nasedani ssDNA na Kulicky s DNA Amplifikace Vvbirani vhodnvch

mikrokulicky a smési pro PCR fragmenti kuli¢ek pro sekvenaci
DNA v emulzi voda-olej
ISS 1 = naamplifikované vzorky
ovaa v knihovné
3) Vlastni sekvenace
>
Ka#da kulicka ve vlasini jamce

Paralelné probiha az 400 000 éteni

naamplifikované vzorky i i
s iy » schkvenace biz

Pyrosekvenace umtidje bsthem deseti hodinovéhcoitu ziskat sekvence o celkové
velikosti az 400 — 600 miliGn bazi, gicemz pamérna délka jednotlivych sekvenovanych
useki je piblizné 500 bazi. Cely proces od izolace genomické DNéspfipravu vzorku
po samotnou sekvenaci rfepdhne u pyrosekvenadedny, zatimco u sekvenovani pomoci
kapilarni elektroforézy zabergiplizné jeden ngsic (Zak, 2009).
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Zatimco u klasické Sangerovy metodyiza v kapilarni elektroforéze probihathb
pouze jednoho PCR produktu, pyrosekvenace tinjesekvenovaniiznych fragmernit PCR
ziskanych i odiznych jediné najednou. Jedinydh na pyrosekvenatoru tedyige nahradit
mnoho kha na kapilarni elektroforéze. Podobné vyuZiti naéeze i u velkych geh
obsahujicich &kolik desitek exot. Zatimco u Sangerovy metody by bytelia spustit tolik
behu, kolik je exorii, pii pyrosekvenaci k tomuto stajen jediny Eh. Gharizadeh et al.
(2004) ve své studii identifikovali pomoci pyrosekace 21iznych druli infekénich hub,

z toho bylo 12 klinickych vzork piimo od pacierit trpicich mykotickou infekci. VeSkeré
Gdaje ziskané pomoci technologie pyrosekvenace bglyuladu s vysledky vysocggsné
referedni metody ELISA i svysledky kultivace. Ze zmim@ studie vyplyva, Ze
pyrosekvenace je spolehlivou a l&#& metodou pro identifikaci mykotickych patogen
(Gharizadeh et al., 2004).

Velky posun nastal diky pyrosekvenaci i v medicénskagnostice. Diky ipsnému
vyhodnoceni intenzity emitovaného¢siného zablesku z jednotlivych molekul analyzované
DNA miazZeme procentuadn vyjadit zastoupeni nukleotid ve vzorku. Nktera ddi¢na
onemockni mohou byt zfisobena somatickymi mutacentelba i jen v malém mnozstvi
molekul DNA. Takovy polymorfismus neie byt ovSem pomoci klasického sekvenovani
detekovan. Tato technologie uniioje detekovat somatické mutaceregmosti na 1 %, cozZ je
dulezité zejména pro medicinskou diagnostiku mimeé jiu nadorovych onemoéni (Huse
et al., 2007). Tsiatis et al. (2010) analyzovalitace v onkogeniKRAS které zaficinuji
karcinom plic a kolorektalni karcinom pomoci klésic Sangerovy metody a pomoci
pyrosekvenace. Ve své studii zjistili, Z& klasickém sekvenovéani bylo ze 180 vaodl,1 %
faleSr¢ pozitivnich a 6,1 % falegnnegativnich, zatimco pyrosekvenace firtegslo Zadné
faleSrt pozitivni ¢i faleSre negativni vysledky. U diagnostiky édicné podmirgnych
onemockni mohou mit takovéto chybné vysledky zavazagetky, nap. nezahajenisasné
lécby ¢i naopak traumatizaci pacienta (Kaye et al., 2010).

Jak jiz z nazvu ,Sekvenovani nové generace” vyplywavé molekularni technologie,
mezi které pyrosekvenace fiabdstartovaly genetickou revoluci. Dilkgmto NGS metodam
je nyni mozné osekvenovigdu velkych genoihbéhem rékolika tydni, provadt hloubkove
sekvenovani a nalézt vzacné¢mné mutace wady ddicnych chorob, studovat smiSena
spol&enstvi mikroorganisin vyskytujicich se vipdé apod. (tzv. metagenomika), covat
expresni profily (transkriptomika), hledat malé RNdéetekovat izné kmeny vil, apod.
(Chowdhury a Chowdhury, 2012).
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3.4.3 Sowasny vyvoj technologii sekvenovani DNA

Objev moznosti studia DNA pomoci sekvenovani znahee wdé veliky pokrok.
Sangerova metoda enzymatického sekvenovani popsao@vé vroce 1977 se
na nasledujicich 30 let flila mezi standardni molekularni techniky gengtitklaboratdi.
Postupg byla tato klasicka dideoxy metoda automatizovafly dbjevu fluorescatniho
znaeni a kapilarni elektroforézy (Kircher a Kelso, @1

Technologicky pokrok, kteryimesla automatizace a dostupnost sekvenovani DNA,
spustil vinu novych vyzkuih véetre doposud nejznagsiho mezinarodniho genetického
projektu HGP — Human Genome Projekt, ktery Zapeo roce 1990. S nim probihal vyzkum
sekvence lidského genomu i v soukromém sektorwpdénim Craiga Ventera (Stein, 2004).
V roce 2004 byla publikovana finalni sekvence l&skk genomu, coZz znamenalo jeden
Z nejwtSich pilomu v historii vdy (International Human Genome Sequencing Consortiu
2004.) Po zviejreéni sekvence lidského genomu nastala wbdvgenetiky technologicka
revoluce. Uspsné uskuténéni zmirénych projeki otewelo nové moznosti, které se z&ity
na zdokonaleni a vyvoj novych technik pro celogeoeinsekvenovani. az byl kladen
piedevsim na sniZzeni nakiad casoveé narénosti s cilem zadit sekvenovani celych geném
mezi rutinni praktiky molekuldgn— genetickych laboratb To vedlo k jiZ vySe popsanym
metodam sekvenovani nové generace (McGinn a G118)20
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4 Metodika

4.1 Vybér hodnocenych ps

Experimentalni cile diplomové prace jsou zéamy na studium struktury kandidatnich
gemi pro kryptorchismusHOXA1Q INSL3 INHA a TIMP1l pomoci pyrosekvenace.
U ne¢kterych mutaci d&chto ger l1ze na zékladl védecké literatury fedpokladat kauzalni
spojitost se vznikem kryptorchismu uips Pyrosekvenace tedstavuje &inny
biotechnologicky nastroj pro ziskani novych infooina struktie a variabili¢é vysSe
uvedenych geh Ztéchto divodi byl vybran modelovy soubor psraznych plemen,
u kterych byl popsan fenotypovy projev kryptorchismizného typu. Konkréthse jednalo
o fenotypy oboustranného kryptorchida, jednostrhonkryptorchida a psa, uémoz byl
zaznamenan pozdni sestup varlat do Sourku, tjoadpp/nuti standardni fyziologické doby
specifické pro sestup varlat utpsSamozejmosti byl vykr kontrolni skupiny zdravych ps
JelikoZz bylo pyrosekvenace pouzito prékalik studii vice fiznych gef s odliSnymi
fenotypovymi projevy, byl kon@y testovany soubor jediiczvolen na zaklad poteby
pro vSechny provaaé studie.

Do souboru 24 testovanych jedincu kterych byla provedena sekvenace DNA
pomoci pyrosekvenace, byloiaaeno 22 ps (Canis lupus familiaris ). a 2 vici obecni
eurasijSti Canis lupus lupus Mezi psy byli gitomni 3 kryptorchidni jedinci plemen border
teriér, border kolie a pudl, dale 1 labrador ester a 18 jedinc plemeneceskoslovensky
vicdk. Tento soubor jediicumoznil studium detailni struktury eukaryotnichnigejehoz
vysledky poskytly velké mnozstvi dat, ktera mohod Wyuzita v mnoha dalSich studiich.
Kromé mnou studovanych kandidatnich ¢epro kryptorchismus se jednalo o geBpD1
aDNM1, jejichz polymorfismus m& kauzalni vliv na onemé&undegenerativni myelopatie
(gen SOD) a syndrom kolapsu ip vycviku (gen DNM1). Z vySe zmitnych divoda
a s ohledem na fin&ni a ¢asové moznosti vyuZiti pyrosekvenace pro vyzkumCeaké
zemedélské univerzié v Praze byl zvolen takto rozmanity soubor jedirecilem ziskat
dostatek vstupnich udap vSech studovanych genech.

Na zaklad bioinformatického vyhodnoceni dat ziskanydhpgyrosekvenace jsem se
zantiila na deleci 6 bp v pozici 855 — 860. nukleotidioreu 1 genuHOXAL1Q ktera vede
ke ztrd¢ dvou aminokyselin vysledného proteinu. Pro studitéto variabilni oblasti byl
sestaven novy modelovy soubor jedina kterého byl polymorfismus analyzovan jiz pomoci

standarda vyuzivanych molekulag— genetickych technik.
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Modelovy soubor pg na kterém byl a¥¥ovan zmigny polymorfismus Useku genu
HOXA1Q zahrnoval kroré jedinal analyzovanych pomoci pyrosekvenace 12 kryptrodbidn
psi, 62 zastupi plemene border teriér, 65 zastaggdemene border kolie a 68eulstavitel

plemene bearded kolie.

4.2 Izolace genomické DNA

4.2.1 Odbér biologického materialu

Pro izolaci DNA byla zvolena neinvazivni metodeerktje zaloZzena na extrakci DNA
z burek bukalnich sliznic. Pro odb burek bukalnich sliznic byly pouZity sterilni cytolodié
kart&ky (Lotus Global Co., Ltd.). Testovana tata nebyla fed odirem bukalnich butk
minimalné dvé hodiny krmena a napajena. Sterilni cytologickyt&ak byl asepticky vsunut
mezi tv& a das# psa a krouzivymi pohyby byla odebrana epiteli&hstva bugk. Kartaky
s odebranymi bukélnimi kami byly ponechény v pokojové tepiptaby dikladné vyschly
za aseptickych podminek. Taktotigravené vzorky byly kratkodéb skladovany

v samostatnych papirovych obalkach v mrazicim hakteplot -20°C.

4.2.2 Postup pFi izolaci genomické DNA

Vlastni izolace genomické DNA byla provedena ponkitci NucleoSpin® Tissue XS
(Machery-Nagel). B izolaci DNA bylo postupovano ipsré podle navodu dodaného

vyrobcem. Byl pouZit postup tgny specialé pro izolaci DNA z bukélnich &ti.

4.2.3 Posouzeni kvality a kvantity izolované DNA

Vzorky s izolovanou DNA byly ihned po provedenérakti hodnoceny z hlediska
vysokomolekularity DNA pomoci elektroforetickéhostie. Pro tento test byla pouZita
elektroforetickd cela SubCell (BioRad). Vzorky by$gparovany v 1% agarézovém gelu
v prostedi 1x TBE pufru. SloZeni pufru je uvedeno filgze 2 diplomové prace.
Elektroforeticky test probihalfpkonstantnim nafii 120 V @i laboratorni teplat po dobu
60 minut. Ziskané elektroforeogramy byly digitalidny pomoci systému GelDoc (BioRad)
a programu QuantityOne (BioRad).

Kvantita izolované DNA byla #&tena UV-spektrofotometricky pomocitigtroje

NanoPhotometer (Implen). Tentofigiroj sowdasrt umoziuje i zhodnoceni po#ni
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absorbanci A260/A280 a A260/A230, které mohou byuzity k detekci pipadnych
kontaminaci izolované DNA organickymi sk@ninami.
Extrahovand genomickda DNA byla u vSech viorkaedina na pozadovanou

koncentraci 1x TE pufrem, jehoz sloZeni je uvedeptiloze 2 diplomové prace.

4.3 Long-range PCR

Long-range PCR byla vyuzita Zinebdu amplifikace dlouhych fragmentelych gea.
K navrZzeni primear pro long-range PCR byly vyuZity sekvence studoeanigandidatnich
geni publikované v mezinarodni nukleotidové databazsdsembl (http://www.ensembl.org).
Pomoci programu Primer3 Input 0.4.0 byly navrzehpdné primery, které jsou uvedeny
v tabulce 1 (Rozen a Skaletsky, 2000).

Tabulka 1: Primery pro long-range PCR geRlOXA1Q INSL3 INHA aTIMP1

Gen Primer F Primer R
HOXA10 5 ATGTCAGCCAGAAAGGGCTAT 3° |5 CAGGAAAAATTAAAATTGGCTGTG 3
INSL3 5 TAAGTGCCAGAAGGGGAAAA 3 5 CCAGGTGGGTCTTGACAGAT 3’

INHA fragment A |5 CCCAGGACCACGCACTTGAGC 3" |5 GCCGCCGTGACAGTAGTGGAAG 3’

INHA fragment B |5 GCCATCCTTTTCCCGGCTAC 3 5 CAAGTGAGGCTGTGTGACCTGA

TIMP1 5" AGACCCAGCGCCCAGAGAGACT 3|5 TGGTCCGTCCACAAGCAGTGAG 3’

Jak vyplyva z tabulky 1, pro gdNHA byly navrzeny d¥ dvojice primed. Rozdleni
genuINHA na dva fragmenty a jejich nasledna amplifikaceahylitna z tivodu velikosti
tohoto genu.

Slozeni amplifikénich reakci pro jednotlivé geny je uvedeno v nagletth
tabulkach:
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Tabulka 2:

Tabulka 3:

SloZeni PCR reakce pro amplifikaci g¢gA@XA10

Komponenty Koncentrace
DNA 30 ng
Long-range PCR buffer 1x
MgCl 1,5mM
dATP 0,2 mM
. dTTP 0,2 mM
dNTP bez deazy dcTp 0.2 mM
dGTP 0,1 mM
7-dGTP deaza 0,1 mM
Primer F 0,4 uM
Primer R 0,4 uM
Long-range PCR mix (Therm Scientific) |2 U

SloZeni PCR reakce pro amplifikaci gdiNSL3

Komponenty Koncentrace
DNA 60 ng
Long-range PCR buffer 1x
MgCl, 2,5 mM
dATP 0,2 mM
. dTTP 0,2 mM
dNTP bez deazy dcTP 0.2 mM
dGTP 0,1 mM
7-dGTP deaza 0,1 mM
Primer F 0,4 uM
Primer R 0,4 uM
Long range PCR mix (Roche) 1U
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Tabulka 4:

Tabulka 5:

SloZeni PCR reakce pro amplifikaci gahlHA (fragment A i B):

Komponenty Koncentrace
DNA 40 ng
Long-range PCR buffer 1x
MgCl, 2 mM
dNTP 0,2 mM
Primer F 0,4 uM
Primer R 0,4 uM
Long-range PCR mix (Thermo Scientific) 2 Y

PCR reakce pro amplifikaci geffuMP1

Komponenty Koncentrace
DNA 30 ng
Long-range PCR buffer 1x
MgCl, 1,5mM

dATP 0,2 mM

. dTTP 0,2 mM

dNTP bez deazy dcTP 0.2 mM
dGTP 0,1 mM

7-dGTP deaza 0,1 mM
Primer F 0,4 uM
Primer R 0,4 uM
Long-range PCR mix (Thermo Scientific)| 2 U
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Long-range PCR probihala vtermocykleru C10bOThermal Cycler (BioRad)

s nasledujicimi teplotnimi&sovymi profily pro jednotlivé geny:

Tabulka 6: Teplotni atasovy profil amplifikace gendOXA10
Proces Teplota Cas Pocet cykla
Uvodni denaturace 94 °C 4 minuty 1 cyklus
Denaturace 94 °C 0,5 minuty
Annealing 60 °C 0,5 minuty 35 cykk
Elongace 68 °C 2,5 minuty
Zavéretna elongace | 68 °C 10 minut 1 cyklus
Tabulka 7: Teplotni acasovy profil amplifikace genINSL3
Proces Teplota Cas Pocet cykla
Uvodni denaturace 94 °C 4 minuty 1 cyklus
Denaturace 94 °C 0,5 minuty
Annealing 65 °C 0,5 minuty 35 cykk
Elongace 68 °C 4 minuty
Zavéretna elongace | 10 °C 10 minut 1 cyklus
Tabulka 8: Teplotni acasovy profil amplifikace genlNHA (fragment A i B)
Proces Teplota Cas Pocet cykla
Uvodni denaturace | g4 °C 4 minuty 1 cyklus
Denaturace 94 °C 0,5 minuty
Annealing 65 °C 0,5 minuty 35 cykki
Elongace 68 °C 3 minuty
Zavéreéna elongace| 10 °C 10 minut 1 cyklus
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Tabulka 9: Teplotni atasovy profil amplifikace gentiIMP1

Proces Teplota Cas Poget cykli
Uvodni denaturace | g4 °C 4 minuty 1 cyklus
Denaturace 94 °C 0,5 minuty
Annealing 65 °C 0,5 minuty 35 cykli
Elongace 68 °C 2,5 minuty
Zavéretna elongace| 10 °C 10 minut 1 cyklus

Vysledkem long range PCR byly produktyi#bpzné ocekdvanou velikosti 2438 bp
u genu HOXA1Q 4446 bp u gendNSL3 3794 bp ufragmentu A geniNHA, 3837 bp
u fragmentu B genlNHA a 3356 bp u gentuIMP L.
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4.4 Pyrosekvenace

4.4.1 Priprava DNA knihovny

Jelikoz cilem pyrosekvenace bylo ziskani sekvemtkemn Sesti gan (HOXAL1Q
INSL3 INHA, TIMP1 , SOD1 DNM1), bylo nezbytné zvolit proifpravu DNA knihovny
vhodnou strategii. Oficiathudavana kapacita pyrosekvenatoru GS Junior Syge30 Mb
(Roche, 2012b). Pro minimalizaci ndhodnych chyler&tmohou vznikat v pbéhu kazdé
sekvenace DNA, bylo Zadouci, aby byl kazdy nukteasekvenovan dkolikrat. Po séteni
velikosti vSech studovanych gemiedstavovala jejich teoreticka délka 33 510 bp. @mlk
byly spustny dva sekvenai behy po 12 vzorcich. Jednoduchym vyem bylo zjis¢no, Ze
na kazdy z éhi vychazi 402 120 bp. Vysledna hodnota udavajzegpacit 30 Mb na jeden
sekvenani béh bude kazdy nukleotid osekvenovanmimérné 75 krat. Tato hodnota byva
ozna&ovana jako tzv. pokryti (z angl. coverage). Pokigié vyjaduje pouze orientmi
hodnotu, nebve skuténosti je péet precteni kazdého nukleotidu ndhodny. Vyznangtpo
¢teni jednotlivych nukleotidl je vSak nezanedbatelny z hlediska vyskytu mozmjsio, které
mohou byt nap pii detekci kauzalnich mutaci fatalni.

Pro tvorbu DNA knihovny byla nutna fragmentace akgsiu u vybranych vzork
na pozadovanou velikost 400 — 600 bp. Fragmentglcedmsazeno nebulizaci, ktera gpa
v probublavani vzork pomoci dusiku. Poté byla &§most nebulizace ¢iena gelovou
elektroforézou pomoci systému FlashGel (Lonza).

Béhem nebulizace vznikly fragmenty &nymi typy kondé. Fragmenty byloitba
zarovnat tak, aby vSechnyen tupé konce. Toho bylo dosazeno pomoci End Rapaiu
(Roche). K zarovnanym kofm jednotlivych fragmerit byly nasleds ligaci gipojeny
adaptory stzv. MID sekvenci. MID sekvenceegstavovala sled deseti bazi v unikatnim
poradi a slouzila k rozliSeni jednotlivych vzdarkPoté byly pomoci specialniatisticich
kulicek AMPure beads (Roche) odst¢ag malé fragmenty nevyhovujici velikosti.

DalSim krokem byla kvantifikace DNA knihovny, ktetdylo docileno pomoci
fluorometru TBS 380 (Turner Biosystems). Ziskanérky byly smichany s amplifikaimi
kulickami v pongru 1:1, tedy ngediny na pozadovanou koncentraci tak, aby na kazdou

amplifika¢ni kulicku mohla byt navazéana prajedna molekula DNA.
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4.4.2 emPCR — emulzni PCR

emPCR umoznila paralelni amplifikaci vSech fragmentjediné zkumavce.
Amplifika¢ni kulicky nesouci templatovou DNA byly smichany s ostainfeagenciemi
(tzv. Live Amp Mix) potebnymi k PCR reakci (Roche, 2012a). K radksntsi byl pridan
emulzni olej a vysledny roztok byl homogenizovarazda kuléka s navazanou DNA
ve vodni kapce sredkim roztokem a obklopena olejemiedstavovala samostatny
mikroreaktor, ve kterém probihala PCR reakce.

Amplifikace byla uskuténéna v termocykleru C1008 Thermal Cycler (BioRad)

s nasledujicim teplotniméasovym profilem:

Tabulka 10: Teplotni atasovy profil amplifikace emPCR

Proces Teplota Cas Pocet cykla
Uvodni denaturace 94 °C 4 minuty 1 cyklus
Denaturace 94 °C 0,5 minuty
Annealing 58 °C 4,5 minuty 50 cykii
Elongace 68 °C 0,5 minuty
Zavéreéna elongace 10 °C 20 minut 1 cyklus

Po emPCR byla provedena série promyvacich krslcilem ziskatéisté kulicky
s navazanou DNA. Promyvani zahrnovalo odsmanzbytki reakni snesi a oleje.
Nasledovalo tzv. obohacovéani kidk nesoucich DNA, které sfgiwalo v odstragni kulicek
bez navazanych naamplifikovanych fragniem@NA. Vysledkem Uusggné emPCR bylo
ziskani velkého mnozstvi kopii od kazdého fragmeiktery byl navazany naislusné

kuli¢ce. V jednotlivych ukonech bylo postupovano podenmélu Roche (2012a).
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4.4.3 Priprava na sekvenovani a vlastni pyrosekvenace

Priprava pikotitrgni desttky na sekvenovani (PicoTiterPlate) &p@la v jejim
postupném fevrstvovani roztoky nesoucinmizné typy kuléek s navazanymi komponentami
pottebnymi pro pyrosekvedai reakci. Konkrétni kroky fijpravy pikotitr&ni destéky jsou
uvedeny v manudalu Roche (2012c). Takto i@$et destika s kultkami nesoucimi DNA
a kulickami s ostatnimi reagenciemi byla vioZzena do speckazety (tzv. PTP—cartridge)
uvnitt sekvenaniho gistroje. V €sném kontaktu s pikotitéai desttkou byl umistn opticky
¢ip, aby mohl byt vysledny stelny signal rovnou zachycen CCD kamerou. Poté byla
spustna pyrosekvermmi reakce, ktera fpdstavovala 200 cyk] béhem kterych byla
pikotitracni desttka promyvana jednotlivymi nukleotidy. Vlastni pyedsenace trvala
priblizné 10 hodin.

V piiloze 1 diplomové prace je fijpZzena fotodokumentace vybranych kiok

pyrosekvenace.

4.5 Zpracovani dat ziskanych pyrosekvenaci

Pro analyzu dat byl pouZit program GS Refferencepida ktery umoduje
vyhodnoceni jednotlivych sekvenci v porovnani gglwu referetni sekvenci. Vystupem
programu byla tabulkova forma obsahuijici informacgekvenovanych vzorcich. U kazdého
jedince byla v sekvencich vSech testovanychigiiekovana polymorfni mistaguistavujici
SNP a@zre velké delecéi inzerce. VSechna polymorfni mista byla charakt®aréana pstem

¢teni dané sekvence a frekvenci vyskytu dané mutace.

4.5.1 Filtrovani dat

Vystupem programu GS Refference Mapper (Roche) Igbulkovy gehled
identifikovanych polymorfism u jednotlivych p8 a jednotlivych geth Pro dalSi
vyhodnoceni byly pouzity takové polymorfismy, ktdrdy zjiStny s frekvenci vyskytu &Si
nez 10 %. Hodnota 10 % byla zvolena z nize uvedemygodi. | pii pyrosekvenaci rive
dochazet k nespecifickym chybarteni, které jsou charakteristické obvykle nizkym
procentickym vyskytem takovychto polymorfiam Polymorfismy detekované s nizkymi
frekvencemi mohou rowz swdcit o chimérickém charakteru hodnocenych genbtyp

Vzhledem k tomu, Ze diplomova prace je 2éena na studium polymorfismu geru kterych
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se teoreticky nagdpoklada chiméricky vyskyt, bylo provedeno jiZz y@nirgné odfiltrovani
vSech polymorfisra s niZSi frekvenci vyskytu nez 10 %.

4.5.2 Bioinformatické porovnani sekvenci a identifikace aplotypua

Cilem diplomové préace bylo studium geHOXAL1Q INSL3 INHA, TIMP1. Hypotéza
diplomové prace byla takova, Ze jsem teoretickgkdvala vztah mezi mutacemi v exonovych
sekvencich a vyskytem kryptorchismu.¢ghto divoda byly jednotlivé haplotypy stanoveny
na zaklad kodujicich sekvenci, které odpovidaji propojerdnplivych exori. Sowasré
byly stanoveny haplotypy na zakta8-UTR a 3-UTR sekvenci.fPstanovovani haplotyp
byl pouzit nasledujici postup. Jedinec, u kteréhga bv konkrétnim mist sekvence
identifikovana zmina nukleotidu, delece nebo inzerce, byl sgstavovani haplotypu
povazovan za homozygotni bez ohledu nato, s jdkekvenci se mutacefipsekvenovani
vyskytla. Ziskané haplotypy tudiZz neodpovidaji ke@tkim genotyp hodnocenych s
Poukazuji vSak na teoreticky mozné kombinace mut&t#ré se mohou vyskytovat
v gametach &hto jediné. Tento postup byl pouzit zidodu, Ze program MEGA 6.06
(Tamura et al., 2013), ktery byl naslédmouzit ¢ hodnoceni variability ziskanych sekvenci,
nedokaze pracovat s heterozygotnimi kombinacemi.

Sekvence u jednotlivych pdyly porovnany pomoci programu BioEdit 7.1.3.0 l{Ha
1999). Vtomto programu byly identifikovany jedned haplotypy. Kodujici sekvence
studovanych gen byly rovnéz pomoci programu BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 199%elpZeny
do aminokyselinové sekvence polypeptidovéliettzce. Haplotypy byly stanoveny
i na zaklad téchto aminokyselinovych sekvenci.
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4.6 Navrzeni molekularnich markera pro detekci vybraného
polymorfismu genuHOXA10

4.6.1 Delefni polymorfismus v pozici 855 v exonu 1 gend OXA10

Pro dalSi studii jsem si z vybranych kandidatniemigzvolila genHOXA1Q protoze
vykazoval nej¢tSi frekvence mutaci v kédujicich sekvencich. Vigd@55 — 860 bp kodujici
sekvence byla zji8ha delece Sesti nukleotid kter4 v produktu translace odpovida ztrat
dvou aminokyselin. Z hlediska rozsahu mutaci segémdo nejétSi typ mutace, a proto jsem
se dale zastila na navrzeni molekularniho markeru, ktery by $ghopen identifikovat tuto

mutaci v fiznych populacich s

4.6.2 Resekvenace mista vyskytu delece 855 — 860 exorgethuHOXA10

Vysledky zjiSéné pyrosekvenacemi bylo nutné ¢tiv klasickou Sangerovou
sekvenaci. Pomoci programu Primer3 Input 0.4.0 éRaz Skaletsky, 2000) byla navrzena

dvojice primeti s nasledujicimi sekvencemi:

HOXA10855seq-F: 5" CTCTTTCGCGCAGAACATC 3
HOXA10855seq-R: 5° GAGAGCAGCAAAGCCTCG 3

Tato dvojice primar vymezovala fragment o velikosti 475 bp u jedina kterych se
nepredpoklada vyskyt delece. Pomoci programu BioEdit370 (Hall, 1999) bylo zjig§ho
nukleotidové sloZeni ipdpokladaného amplikonu, které je znazom na nasledujicim

obréazku.
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Obrazek 3: Zastoupeni G + C a A + T pabazi v amplikonu wenému k resekvenovani

LI moleculsr ampllon
Length: 475 bare pais

G+ contant: T305%
AeT cortert 35.95%

Molocular wesght: 14633500 Dakons, smgle shanded
Molecida wesgh ZS0E50 00 Dakore:, double shrandsd

Nucleotide Composition
armplikon

Mol %

Moty

Z obrazku 3 vyplyva, Ze v amplikonu vymezenym sel@mimi primery je vysoké
zastoupeni (73,05 %) G + C p&azi.

Z téchto divodi byl pro amplifikaci pouzit postup, ktery nddad u dopaminového
receptoruDRD4 pouzili Niimi et al. (2001) a Ito et al. (2004).rd® amplifikaci tohoto
fragmentu byla pouzita nasledujici réaksn€s, jejiz slozeni je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11: SloZeni PCR reakce pro amplifikaci
Komponenty Koncentrace
DNA 20 ng
PCR buffer 1x
MgSO, 2,0 mM
dATP 0,25 mM
. dTTP 0,25 mM
dNTP bez deazy dcTP 0.25 MM
dGTP 0,125 mM
7-dGTP deaza 0,125 mM
Primer F 0,5 uM
Primer R 0,5 uM
BSA 5ng. 12,5 it
Tetramethylamonium oxalat (Top Bio) |2 mM
Pfu Polymeraza (Thermo Scientific) 1,25 U . 12,5 it
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Amplifikace probihala vtermocykleru C1000 Thermal Cycler (BioRad)
s nasledujicim teplotnim &sovym profilem. Optimélni anneafd teplota byla vybrana

na zaklad teplotniho gradientu.

Tabulka 12: Teplotni atasovy profil amplifikace

Proces Teplota Cas Poget cykli
Uvodni denaturace 98 °C 2 minuty 1 cyklus
Denaturace 98 °C 0,5 minuty
Annealing 60 °C 1 minuta 35 cykii
Elongace 74 °C 1 minuta
Zavére¢na elongace | 74 -°C 10 minut 1 cyklus

Gelova purifikace PCR produktu

Gelova purifikace PCR produktu byla provedenadawodiu vyEisténi amplikonu
od ostatnich komponent reak snsi a od potenciath vznikajicich dimek. Pro tyto
experimenty byla fipravena PCR reakce o celkovém objemu 50 pl. Prtydaknplifikace
byly separovany v 1% agar6ézovém gelu v 1x TBE ppfikonstantnim nafti 120 V. Doba
separaceinila 50 minut. PCR amplikon byl poté tignut sterilnim skalpelem argnesen
do sterilni polypropylenové zkumavky. DNA z tohdragmentu byla extrahovana pomoci
MiniElute PCR Purification Kit (Qiagene). Extrakéwyla provedenaiesreé podle postupu
doporweného vyrobcem kitu. Ziskdno bylo 20 pl vodnéhotakaz amplifikovaného
fragmentu. Takto fpraveny produkt byl kvantifikovan UV spektrofototrieky stejnym
zpiasobem jako extrahovana genomicka DNASKMENné PCR produkty byly rfadény ddHO
na konstantni koncentraci 5 ng ul

SloZeni pouzitych pufira roztoki je uvedeno v filoze 2 diplomové préce.
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Piiprava sekveréni reakce
Pro sekvenaci PCR produktu byl pouzit BigDye Temwn v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems). SloZeni sekveireakce je uvedeno v nasledujici tabulce.

Tabulka 13: Slozeni sekvami reakce

Slozka Objem Koncentrace
PCR produkt (5 ng . i) 4 pl 1ng.1ut
5x Sequencing Buffer (Life Technologies) 4 pl 1x

Primer F resp. R 3,2 pl 0,16 uM
Terminator Ready Reaktion Mix (Life Technologies)|2 p! -

Purifikace produktu sekvenéni reakce

K produkiim sekvenéni reakce o objemu 20 pl bylyigany 2 pl roztoku glykogenu
(koncentrace 20 ng. Jil Thermo Scientific), 2 pl 3M octanu sodného a 5@ cistého
etanolu. Stanovené objemy byly smichany ve zkumavdéekubovany po dobu 15 minut
pii laboratorni teplat Vysrazené produkty amplifikace byly adieny na zaklad odstedsni
pfi 13 200 otékach . mint po dobu 30 minut. Sterilni pipetou byl odstransupernatant,
vysrazené fragmenty DNA se nachazely n& dhkumavky. Tento pelet byl proplachnut
250 ul 70 %¢cistého etanolu. Naslednbyly vzorky byly znovu odsédiny pi 13 200
ot&kach . min' po dobu 15 minut. Proces oplachovani peletu etamdig poté zopakovan
jes€ jednou. Po odsati supernatantu byl pelet vysugemytiivaném bloku Bio TDB-120
(Biosan) pi teplot 50°C po dobu 45 minut. VysuSeny pelet byl nasiedzpustn v 15 pl
Hi-Di formamidu (Life Technologies). Takto fipravené vzorky byly denaturovany
v polypropylenovych stripech v termocykleru C180rhermal Cycler (BioRad)ipteplot
95°C po dobu 5 minut. Nasledovalo jejich ochlazeaiteplotu 4°C. Poté jiz byly vzorky

piipraveny pro vyhodnoceni na kapilarni elektroforéze
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Detekce sekvenci pomoci kapilarni elektroforézy

Pro sekvenaci byl pouzit geneticky analyzator ABRI®M 310 Genetic Analyser

(Applied Biosystems). Podminky separace v kapilamiektroforéze

v nasledujici tabulce.

Tabulka 14: Podminky kapilarni elektroforézy

Parametry Podminky separace
Délka kapilary (cm) 36

Modul P4StdSeq(1ml)E
Polymer POP4

Virtualni filtr E

Doba néstiku (s) 30

Napéti p¥i nastriku (kV) |1

Teplota pri separaci (°C) |50

Napéti p¥i separaci (kV) 11,3

Doba separace (minuty) |26

jsou uvedeny

Sekvence amplikonu exonul gendHOXA10 byly automaticky zpracovany

programem DNA Sequencing Analysis 5.1 (Applied Bsiems). Sekvence byly dale

vyhodnoceny a porovnany pomoci programu BioEdit3701(Hall, 1999).

4.6.3 Navrzeni primera pro amplifikaci mista delece 855 — 860 wenych
pro detekci polymorfismu kapilarni elektroforézou

V ramci diplomové prace byl vypracovan metodickgtop, ktery umoznil spolehlivé

a rychlé hodnoceni vySe popsané delecétdich soubar jedindi. Z téchto divoda byla

navrzena dvojice priméy které jsou lokalizovany blize detekované deles, srovnani

se sekverimimi primery. Tyto primery @y nasledujici sekvence:

HOXA10855F: 5" ATGCAGCCCGGAAAGAG 3
HOXA10855R: 5" GAGAGCAGCAAAGCCTCG 3
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Délkové polymorfismy amplikain byly detekovany na zakladragmenténi analyzy
— kapilarni elektroforézou. £¢hto divodi byl primer HOXA1G855F ozn&en na 5” konci
fluorescekni barvou 6-FAM. Vzhledem k tomu, Ze i u tohotaatein¢ kratkého amplikonu,
byl velky vyskyt G+C pat bazi, byla pro amplifikaci pouZzita ro¥nPfu polymeraza. Slozeni
reakéni smesi bylo identické jako i amplifikaci daného fragmentu pro resekvenaci —
tabulka 11. Amplifikace probihala na termocyklerd0O0™ Thermal Cycler (BioRad)
s nasledujicim teplotnim &sovym profilem. Optimalni annedtd teplota byla vybrana

na zaklad teplotniho gradientu. Pro amplifikaci byl pouzidstedujici teplotni a&asovy

profil.
Tabulka 15: Teplotni atasovy profil amplifikace
Proces Teplota Cas Pocet cykla

Uvodni denaturace 98 °C 2 minuty 1 cyklus
Denaturace 98 °C 30 sekund
Annealing 61 °C 40 sekund | 35 cykii
Elongace 74 °C 40 sekund
Zavéreéna elongace 74 °C 10 minut 1 cyklus

Pro detekci délkovych polymorfisim byl pouzit geneticky analyzator ABI
PRISM 318 (Applied Biosystems). ied vlastni separaci byly amplifikované produkty
naredny podle néasledujiciho schématu: 1 pul PCR produktul49 pl ddHO. K1 pl
natedsného PCR produktu bylofidano 15 pl Hi-DIY formamidu (Life Technologies)
a 0,2 pl velikostniho standardu GeneS¥ar 600 LiZ° Size Standard (Life Technologies).
Smes byla umisina do mikrozkumavek a nasledrbyla provedena denaturace DNA
v termocykleru C1008' Thermal Cycler (BioRad)i{p95°C po dobu 5 minut. Nasledbyly
denaturované vzorky v termocykleru ochlazeny na.O0¥@&stni parametry fragmeritai

analyzy jsou shrnuty v nasledujici tabulce.
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Tabulka 16: Technické parametry fragmenitd analyzy

Parametr Hodnota
Virtualni filtr G5
Doba nastiku 5 sekund

Napéti p¥i nastiiku 7,5 kv

Teplota pri separaci |60°C

Napéti pii separaci |15 kV

Doba separace 22 minut

Vysledky fragmenténi analyzy byly automaticky zpracovany v podob
chromatogramu programem GeneMapper 4.1 (Applied\Bi@ms).

4.7 Statistické vyhodnoceni bioinformatickych dat — tvoba kladogramui

Haplotypové sekvence, jejichz identifikace byla s@mpa v kapitole 4.5.2, byly
vyhodnoceny pomoci programu MEGA 6.06 (Tamura et, &@013). Red vlastnim
zpracovanim dat programem MEGA 6.06 (Tamura et 2013) byly ziskané sekvence
haplotypi zpracovany programem BioEdit 7.1.3.0 (Hall, 199%}e bylo provedeno
mnohonasobné porovnani — ClustalW Multiple aligntéaeré pracuje na bazi programu
ClustalW (Thompson et al., 1994)ii Bomto zpracovani dat byly nastaveny parametry Ful
Multiple aligment a Bootstrap NJ Tree. db bootstrap byl roven 1 000 000. Kladogramy
byly konstruovany u vSech haplotypovych sekvenechpa metody maximalniévohodnosti
(Maximum Likelihood). Ped vlastni konstrukci kazdého kladogramu byl vybp@moci
programu MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) optimahaidel na zaklatlvypositané hodnoty
BIC (Bayesian Information Criterion) (Nei a Kum&000). Pro jednotlivé haplotypy byly

pouzity modely uvedené v tabulce 17.
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Tabulka 17: Modely pro jednotlivé haplotypy

Gene Sekvence Statisticky model Citace
HOXA10 Exony T92 Tamura (1992)
HOXA10 AMK Dayhoff Schwarz a Dayhoff (1979)
INSL3 Exony T92 Tamura (1992)
INSL3 5-UTR JC Jukes a Cantor (1969)
INSL3 3-UTR K2+G Kimura (1980)
INSL3 AMK Nelze vyhodnotit -
INHA Exony T92 Tamura (1992)
INHA 3-UTR Nelze vyhodnotit -
INHA AMK Nelze vyhodnotit -
TIMP1 Exony Nelze vyhodnotit -
TIMP1 5-UTR Nelze vyhodnotit -
TIMP1 3-UTR Nelze vyhodnotit -
TIMP1 AMK Nelze vyhodnotit -

Jak vyplyva ztabulky 17, ¢které sekvence kandidatnich ¢emebylo mozné
uvedenym programem vyhodnotitabdem byl maly péet haplotyd u danych sekvenci.
Kladogram mohl byt sestaven pouze fippd vyskytu alespd ¢tyi raznych haplotyp.
Kladogramy byly sestaveny u kazdého haplotypypuziti 2 000 bootstrap
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5 Vysledky

5.1 Detekované polymorfismy studovanych gainpomoci pyrosekvenace

V néasledujicich podkapitolach jsou tabulkovou foumppracovany identifikované
polymorfismy v exonovych pdpUTR oblastech studovanych geV jednotlivych tabulkach
jsou uvedenatisla hodnocenych fis u kterych byl dany polymorfismus identifikovan.
Jedinci, kt&i u daného konkrétniho typu polymorfismu nejsoudere, maji v tomto mist

shodnou sekvenci jako refergr genotyp.

5.1.1 Polymorfismy v exonovych a UTR sekvencich gérHOXA10, INSL3,

INHA aTIMP1

V néasledujicich tabulkach 18, 19, 20 a 21 jsou emgddetekované polymorfismy
v exonovych a UTRc¢astech studovanych kandidatnich geHOXA1Q INSL3 INHA
aTIMPL Jako referetni genotypy byly pro jednotlivé geny pouzity sekeerz mezinarodni
nukleotidové databdze Ensembl (http://www.ensenp)e ndsledujicim ozganim:

genHOXA10 B8PZS7_CANFA ENSCAFG00000002963
genINSL3 ENSCAFG00000032526

genINHA: OBSL1 ENSCAFG00000015641

genTIMPL Q6QLW9_CANFA ENSCAFG00000015155.
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Tabulka 18:

Detekované polymorfismy v exonovych sekvencich ge@xA10

Lokalizace Cislo Nukleotid Nukleotid Potet Frekvence
Vzorek polymorfismu v referenéni v sekvenovanén| . vyskytu
Zatatek | Konec | XM sekvenci vzorku cteni polymorfismu
P3-KR 95 95 exon 1 A G 12 17%
P3-KR 117 117 exon 1 A G 13 15%
Csvi 195 195 exon 1 C G 7 43%
CsV10 195 195 exon 1 C G 15 13%
CSV12 195 195 exon 1 C G 6 100%
CSv17 195 195 exon 1 C G 4 100%
Csvis 195 195 exon 1 C G 8 25%
CSsv2 195 195 exon 1 C G 4 100%
Csvz4 195 195 exon 1 C G 9 44%
CSsv3 195 195 exon 1 C G 4 50%
LAB3 195 195 exon 1 C G 8 37%
Canis lupus lupus 168/I 195 195 exon 1 C G 14 100%
Canis lupus lupus 27/11 195 195 exon 1 C G 6 100%
CSvz4 277 277 exon 1 T C 8 25%
CSVv15 295 297 exon 1 GGC - 25 12%
Csvi 297 297 exon 1 - GGCGGC 13 23%
CSVv12 297 297 exon 1 - GGCGGC 8 87%
CSv17 297 297 exon 1 - GGCGGC 4 50%
CSsv2 297 297 exon 1 - GGCGGC 5 80%
CSsvza4 297 297 exon 1 - GGCGGC 7 43%
CSsv3 297 297 exon 1 - GGCGGC 7 29%
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Canis lupus lupus 27/l 297 297 exon 1 - GGCGGC 7 57%
Canis lupus lupus 168/I 298 298 exon 1 A G 17 94%
Canis lupus lupus 168/I 302 302 exon 1 - CAGCGG 17 82%
CSsv1is 323 323 exon 1 A G 19 11%

Canis lupus lupus 168/I 411 413 exon 1 GCC - 21 10%
CSv17 635 635 exon 1 C T 14 21%
CSV10 663 663 exon 1 T C 73 29%
Csvi13 663 663 exon 1 T C 14 57%
CSv17 663 663 exon 1 T C 15 100%
CSv1is 663 663 exon 1 T C 75 40%

CSv2 663 663 exon 1 T C 42 57%

CSsvz4 663 663 exon 1 T C 43 53%

CSv3 663 663 exon 1 T C 27 30%

Csv4 663 663 exon 1 T C 29 21%

CSV6 663 663 exon 1 T C 37 32%

Canis lupus lupus 27/l 663 663 exon 1 T C 62 53%
Csvi 669 669 exon 1 G C 60 35%

Csvii 669 669 exon 1 G C 47 45%
CSV12 669 669 exon 1 G C 50 94%
CSV15 669 669 exon 1 G C 72 39%

CSv2 669 669 exon 1 G C 41 39%

Csvi14 780 780 exon 1 A G 41 10%
BRT1-KR 855 855 exon 1 C G 54 83%
CSv13 855 860 exon 1 CGGCGG - 15 40%
Csvi14 855 860 exon 1 CGGCGG - 41 66%
Csvis 855 860 exon 1 CGGCGG - 101 35%
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CSv2 855 860 exon 1 CGGCGG - 65 34%
Ccsv2l 855 860 exon 1 CGGCGG - 112 86%
Ccsv24 855 860 exon 1 CGGCGG - 74 49%
CSV6 855 857 exon 1 CGG - 41 54%
BOC4-KR 855 860 exon 1 CGGCGG - 138 91%
Canis lupus lupus 27/11 855 860 exon 1 CGGCGG - 69 43%
CSV6 858 860 exon 1 CGG - 41 46%
BRT1-KR 2352 2352 exon 2 T C 7 100%
Csv1i 2352 2352 exon 2 T C 13 100%
Csvio0 2352 2352 exon 2 T C 8 100%
Csvil 2352 2352 exon 2 T C 6 100%
Csvi2 2352 2352 exon 2 T C 9 100%
CSsvi3 2352 2352 exon 2 T C 6 100%
Csvi14 2352 2352 exon 2 T C 7 100%
CSvVvis 2352 2352 exon 2 T C 16 100%
CSVvie 2352 2352 exon 2 T C 18 100%
Csvi7 2352 2352 exon 2 T C 4 100%
Csvis 2352 2352 exon 2 T C 11 100%
CSv2 2352 2352 exon 2 T C 12 100%
CSsv20 2352 2352 exon 2 T C 12 100%
csvzl 2352 2352 exon 2 T C 11 100%
Csv23 2352 2352 exon 2 T C 6 100%
Csv24 2352 2352 exon 2 T C 10 100%
CSv3 2352 2352 exon 2 T C 6 100%
Csv4 2352 2352 exon 2 T C 5 100%
CSV6 2352 2352 exon 2 T C 8 100%
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P3-KR 2352 2352 exon 2 T C 6 100%
BOC4-KR 2352 2352 exon 2 T C 19 100%
LAB3 2352 2352 exon 2 T C 4 100%

Canis lupus lupus 168/I 2352 2352 exon 2 T C 20 100%
Canis lupus lupus 27/l 2352 2352 exon 2 T C 9 100%
Canis lupus lupus 168/I 2357 2357 exon 2 T C 20 10%
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Tabulka 19: Detekované polymorfismy v exonovych a UTR sekvemgienulNSL3

Lokalizace Cislo Nukleotid Nukleotid Potet Frekvence
Vzorek polymorfismu v referenéni v sekvenovanén| . vyskytu
Zacatek | Konec 2 QTS sekvenci vzorku cteni polymorfismu

csvzl 739 739 5-UTR G C 14 100%
LAB3 739 739 5-UTR G C 2 100%
Canis lupus lupus 168/I 739 739 5-UTR G C 40 100%
Csvi 767 767 5-UTR A T 12 75%
CSVi0 767 767 5-UTR A T 23 74%
CSvil 767 767 5-UTR A T 8 100%
CSviz2 767 767 5-UTR A T 11 73%
CSVie 767 767 5-UTR A T 4 100%
CSVv2 767 767 5-UTR A T 14 79%
CSVi15 774 776 5-UTR AAG GA 18 44%
CSvi8 774 776 5-UTR AAG GA 10 60%
CSvz4 826 826 5-UTR T C 16 12%
P3-KR 872 872 5-UTR T C 13 15%
CSv1 934 934 5-UTR G A 13 31%
CSvil 934 934 5-UTR G A 13 46%
CSvi2 934 934 5-UTR G A 14 64%
CSV15 934 934 5-UTR G A 22 36%
CSV16 934 934 5-UTR G A 4 50%
CSVv2 934 934 5-UTR G A 16 56%
CSVv20 934 934 5-UTR G A 11 100%
CSv21 934 934 5-UTR G A 21 95%
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Csv24 934 934 5-UTR G A 18 61%
CSV6 934 934 5-UTR G A 23 48%
P3-KR 934 934 5-UTR G A 13 62%
Canis lupus lupus 27/11 934 934 5-UTR G A 5 60%
BRT1-KR 960 960 exon 1 G A 5 60%
Csv1 960 960 exon 1 G A 13 31%
CSsv1l 960 960 exon 1 G A 12 50%
Csvi2 960 960 exon 1 G A 13 62%
CSVis 960 960 exon 1 G A 24 33%
CSVie6 960 960 exon 1 G A 3 67%
CSv2 960 960 exon 1 G A 16 56%
CSsv20 960 960 exon 1 G A 11 91%
Ccsv21 960 960 exon 1 G A 21 100%
Csv24 960 960 exon 1 G A 19 63%
CSV6 960 960 exon 1 G A 21 52%
P3-KR 960 960 exon 1 G A 14 57%
Canis lupus lupus 27/11 960 960 exon 1 G A 5 60%
CSsVvi2 1007 1007 exon 1 G A 16 12%
BRT1-KR 1022 1022 exon 1 A G 5 80%
Csvi 1022 1022 exon 1 A G 13 38%
Csvil 1022 1022 exon 1 A G 17 65%
CSsVvi2 1022 1022 exon 1 A G 16 62%
Csvi4 1022 1022 exon 1 A G 4 75%
CSvi5 1022 1022 exon 1 A G 31 32%
CSVvie 1022 1022 exon 1 A G 4 50%
CSv2 1022 1022 exon 1 A G 19 58%
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CSVv20 1022 1022 exon 1 A G 10 100%
Csv21 1022 1022 exon 1 A G 22 100%
Ccsv24 1022 1022 exon 1 A G 22 68%

CSV6 1022 1022 exon 1 A G 25 48%

P3-KR 1022 1022 exon 1 A G 19 47%

Canis lupus lupus 27/11 1022 1022 exon 1 A G 7 100%
Csvi 1080 1080 exon 1 C T 11 18%

Canis lupus lupus 168/I 2171 2171 exon 2 T C 31 10%
Canis lupus lupus 168/I 2225 2225 exon 2 T C 33 12%
Csv1 2273 2273 3-UTR T C 8 25%

Canis lupus lupus 27/11 2348 2348 3-UTR C T 5 60%
Canis lupus lupus 27/l 2410 2410 3-UTR C T 4 50%
CSsv20 2446 2446 3-UTR - C 6 100%

Canis lupus lupus 168/I 2446 2446 3-UTR - C 18 94%
CSVv15 2447 2447 3-UTR A C 19 58%

Csv4 2450 2450 3-UTR A C 4 75%

Canis lupus lupus 27/11 2527 2527 3-UTR A G 7 29%
Canis lupus lupus 27/l 2538 2538 3-UTR T C 8 25%
Canis lupus lupus 168/I 2641 2641 3-UTR C TCT 28 18%
CSVi6 2672 2672 3-UTR A T 14 14%
BRT1-KR 2694 2694 3-UTR C G 5 40%
Csvi 2694 2695 3-UTR CA - 14 21%
CSV16 2694 2694 3-UTR C G 15 13%
CSsv20 2694 2695 3-UTR CA - 11 18%

CSV6 2694 2695 3-UTR CA - 19 11%

Canis lupus lupus 27/II 2694 2695 3-UTR CA - 7 29%
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Csvi 2703 2703 3-UTR A G 14 21%
CSVv20 2703 2703 3-UTR A G 11 18%

CSV6 2703 2703 3-UTR A G 19 11%

Canis lupus lupus 27/11 2703 2703 3-UTR A G 7 29%
CSV16 2712 2712 3-UTR T C 14 14%
Ccsv24 2732 2732 3-UTR A G 10 20%

Csvi 2736 2736 3-UTR C T 14 21%
Csvi14 2736 2736 3-UTR C T 8 37%
CSv17 2736 2736 3-UTR C T 4 75%

CSV6 2736 2736 3-UTR C T 17 12%
BOC-KR 2736 2736 3-UTR C T 2 100%
Canis lupus lupus 27/l 2736 2736 3-UTR C T 6 50%
Csvi 2737 2737 3-UTR A G 14 21%
CSvi4 2737 2737 3-UTR A G 8 37%
CSv17 2737 2737 3-UTR A G 4 75%
CSVv20 2737 2737 3-UTR A G 8 25%

CSV6 2737 2737 3-UTR A G 17 18%
BOC-KR 2737 2737 3-UTR A G 2 100%
Canis lupus lupus 27/l 2737 2737 3-UTR A G 6 50%
Csvi 2741 2741 3-UTR T C 14 21%
CSvi4 2741 2741 3-UTR T C 9 44%
CSv17 2741 2741 3-UTR T C 4 75%
CSVv20 2741 2741 3-UTR T C 8 25%

CSV6 2741 2741 3-UTR T C 17 12%
BOC-KR 2741 2741 3-UTR T C 2 100%
Canis lupus lupus 27/II 2741 2741 3-UTR T C 6 50%
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CSv1 2742 2742 3-UTR G A 14 21%
Csvi4 2742 2742 3-UTR G A 9 44%
CSvi7 2742 2742 3-UTR G A 4 75%
CSsv20 2742 2742 3-UTR G A 8 25%

CSV6 2742 2742 3-UTR G A 17 12%
BOC-KR 2742 2742 3-UTR G A 2 100%
Canis lupus lupus 27/11 2742 2742 3-UTR G A 6 50%
CSv1 2748 2748 3-UTR A C 15 27%
CSsvi4 2748 2748 3-UTR A C 9 44%
CSvi7 2748 2748 3-UTR A C 5 80%

CSv2 2748 2748 3-UTR - T 12 17%

CSv2 2748 2748 3-UTR A C 12 25%
CSsv20 2748 2748 3-UTR A C 10 40%

CSV6 2748 2748 3-UTR A C 18 11%
BOC-KR 2748 2748 3-UTR A C 2 100%
Canis lupus lupus 27/l 2748 2748 3-UTR A C 6 50%
Csvi 2749 2749 3-UTR G T 15 27%
Csvi4 2749 2749 3-UTR G T 9 44%
CSV17 2749 2749 3-UTR G T 5 80%
CSsv20 2749 2749 3-UTR G T 10 40%

CSV6 2749 2749 3-UTR G T 18 11%
BOC-KR 2749 2749 3-UTR G T 2 100%
Canis lupus lupus 27/l 2749 2749 3-UTR G T 6 50%
CSVie6 2762 2762 3-UTR C T 15 20%

CSv1 2763 2763 3-UTR G A 15 20%
Csvi4 2763 2763 3-UTR G A 9 44%
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CSvVv17 2763 2763 3-UTR G A 5 80%
CSsv20 2763 2763 3-UTR G A 15 20%
BOC-KR 2763 2763 3-UTR G A 4 75%
Canis lupus lupus 27/11 2763 2763 3-UTR G A 6 50%
Csv24 2770 2770 3-UTR T - 15 20%
BRT1-KR 2779 2779 3-UTR C T 6 33%
CSVie6 2779 2779 3-UTR C T 18 17%
BRT1-KR 2781 2781 3-UTR A G 6 33%
CSVie6 2781 2781 3-UTR A G 18 22%
CSVie6 2784 2784 3-UTR G CA 18 11%
CSsv20 2790 2790 3-UTR C T 13 31%
Csv4 2790 2790 3-UTR C T 13 15%
CSVie6 2791 2791 3-UTR G A 18 11%
Csvz4 2791 2791 3-UTR - ACG 15 20%
LAB3 2791 2791 3-UTR - ACG 6 33%
Csv4 2794 2794 3-UTR C T 13 15%
BRT1-KR 2804 2804 3-UTR A G 5 40%
Csv1 2804 2804 3-UTR A G 16 37%
Csvi4 2804 2804 3-UTR A G 8 50%
CSVie6 2804 2804 3-UTR A G 18 33%
Csvi7 2804 2804 3-UTR A G 5 100%
Csvis 2804 2804 3-UTR A G 32 12%
CSsv20 2804 2804 3-UTR A G 9 22%
Ccsv24 2804 2804 3-UTR A G 14 29%
Csv4 2804 2804 3-UTR A G 12 17%
CSV6 2804 2804 3-UTR A G 15 13%
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BOC-KR 2804 2804 3-UTR A G 3 100%

LAB3 2804 2804 3-UTR A G 6 33%

Canis lupus lupus 27/11 2804 2804 3-UTR A G 5 60%
Csv1 2808 2808 3-UTR C T 16 25%
Csvi4 2808 2808 3-UTR C T 8 50%
CSV17 2808 2808 3-UTR C T 5 100%
CSsv20 2808 2808 3-UTR C T 9 22%

CSV6 2808 2808 3-UTR C T 15 13%
BOC-KR 2808 2808 3-UTR C T 3 100%
Canis lupus lupus 27/11 2808 2808 3-UTR C T 5 60%
Canis lupus lupus 168/I 2858 2858 3-UTR A G 25 12%
CSV6 2956 2956 3-UTR A G 14 14%
Ccsv24 2987 2987 3-UTR A G 10 20%

Canis lupus lupus 168/I 2987 2987 3-UTR A G 35 11%
Ccsv2l 3041 3041 3-UTR T C 20 10%

Canis lupus lupus 168/I 3048 3048 3-UTR A G 34 100%
CSvi2 3055 3055 3-UTR - C 6 83%
CSvVvis 3055 3055 3-UTR - C 32 34%
Csvil 3128 3128 3-UTR T C 13 15%

Csv1 3197 3197 3-UTR A G 10 50%

CSvil 3197 3197 3-UTR A G 12 58%
CSsVvi2 3197 3197 3-UTR A G 7 43%
CSVvis 3197 3197 3-UTR A G 38 61%
CSVie6 3197 3197 3-UTR A G 10 60%

CSv2 3197 3197 3-UTR A G 11 55%

CSsv20 3197 3197 3-UTR A G 5 100%
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Csv21 3197 3197 3-UTR A G 14 100%
CSsvz4 3197 3197 3-UTR A G 11 64%
CSV6 3197 3197 3-UTR A G 12 25%
P3-KR 3197 3197 3-UTR A G 4 50%
Canis lupus lupus 168/I 3197 3197 3-UTR A G 34 100%
Canis lupus lupus 27/11 3197 3197 3-UTR A G 5 40%
csv21 3233 3233 3-UTR A G 10 20%
Csv4 3333 3333 3-UTR A G 15 13%
Csv4 3344 3344 3-UTR A G 15 13%
CSV6 3349 3349 3-UTR A G 19 11%
CSV15 3359 3359 3-UTR T C 40 10%
Csvis 3445 3445 3-UTR T C 19 16%
Csv1l 3469 3469 3-UTR A G 10 20%
Csv4 3485 3485 3-UTR T C 17 12%
Canis lupus lupus 27/l 3530 3530 3-UTR G A 6 33%
Csv4 3554 3554 3-UTR T C 15 13%
CSvz23 3595 3595 3-UTR T C 18 11%
Canis lupus lupus 27/l 3622 3622 3-UTR A G 7 29%
Csvza3 3630 3630 3-UTR A G 18 11%
CSVv20 3634 3634 3-UTR T C 10 30%
LAB3 3654 3654 3-UTR T A 7 86%
Csvi 3664 3664 3-UTR A C 11 45%
Csvi1i 3664 3664 3-UTR A C 11 82%
CSv1i2 3664 3664 3-UTR A C 4 50%
CSvi15 3664 3664 3-UTR A C 33 48%
CSV16 3664 3664 3-UTR A C 7 43%
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CSv2 3664 3664 3-UTR A C 6 83%
CSsv20 3664 3664 3-UTR A C 10 100%
Ccsv21 3664 3664 3-UTR A C 18 100%
Ccsv24 3664 3664 3-UTR A C 20 65%

CSV6 3664 3664 3-UTR A C 17 24%

Canis lupus lupus 168/I 3664 3664 3-UTR A C 37 100%

CSV6 3690 3690 3-UTR A G 19 11%
Ccsv21 3755 3755 3-UTR A G 21 10%
CSv2 3824 3824 3-UTR C T 9 22%
Csva3 3849 3849 3-UTR T C 13 15%
Ccsv21 3991 3991 3-UTR - C 21 14%
Csvil 4133 4133 3-UTR A G 3 67%
CSva3 4173 4173 3-UTR T C 8 25%
CSVi5 4203 4203 3-UTR T C 18 11%
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Tabulka 20: Detekované polymorfismy v exonovych sekvencich géhiA

Lokalizace Cislo Nukleotid Nukleotid Potet Frekvence
Vzorek polymorfismu v referenéni v sekvenovanén| . vyskytu
Zacatek | Konec exonu sekvenci vzorku cteni polymorfismu

BRT1-KR 6063 6063 exon 2 C T 8 100%
Csvi14 6063 6063 exon 2 C T 14 86%
CSsv1is 6063 6063 exon 2 C T 16 100%
BRT1-KR 6072 6072 exon 2 C G 7 100%
Csvi14 6072 6072 exon 2 C G 15 80%
Csvis 6072 6072 exon 2 C G 16 87%

Canis lupus lupus 168/I 6085 6085 exon 2 G A 13 100%
BRT1-KR 6150 6150 exon 2 G A 9 100%
Csvi14 6150 6150 exon 2 G A 14 79%
CSsv1is 6150 6150 exon 2 G A 16 100%
LAB3 6150 6150 exon 2 G A 9 44%
BRT1-KR 6171 6171 exon 2 C A 9 100%
CSvi4 6171 6171 exon 2 C A 12 75%
CSvi8 6171 6171 exon 2 C A 17 100%

LAB3 6171 6171 exon 2 C A 11 100%

Canis lupus lupus 168/I 6171 6171 exon 2 C A 18 100%
CSV12 6268 6268 exon 2 C - 7 71%
LAB3 6321 6321 exon 2 C T 11 36%

Canis lupus lupus 27/l 6384 6384 exon 2 C - 2 100%
CSv14 6388 6388 exon 2 T C 10 90%
CSsv1is 6388 6388 exon 2 T C 10 100%
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LAB3 6388 6388 exon 2 T C 9 67%
Canis lupus lupus 168/I 6388 6388 exon 2 T C 12 100%
BRT1-KR 6403 6403 exon 2 C A 2 100%
Csvi4 6403 6403 exon 2 C A 11 91%
Csvis 6403 6403 exon 2 C A 10 100%
LAB3 6403 6403 exon 2 C A 8 75%
LAB3 6474 6474 exon 2 G A 8 25%
Canis lupus lupus 168/I 6513 6513 exon 2 C T 10 100%
Csvi14 6578 6578 exon 2 A G 12 100%
Csvis 6578 6578 exon 2 A G 8 100%
LAB3 6578 6578 exon 2 A G 7 100%
Canis lupus lupus 168/I 6578 6578 exon 2 A G 8 100%
Tabulka 21: Detekované polymorfismy v exonovych sekvencich geiiiiP1
Lokalizace v, Nukleotid Nukleotid " Frekvence
Vzorek polymorfismu L5l v referenéni v sekvenovanén F:oce,t vyskytu
Zacdatek | Konec exonu sekvenci vzorku cten polymorfismu
CSV6 2169 2169 exon 2 - C 81 10%
Canis lupus lupus 27/l 3791 3791 exon b A G 33 12%
Ccsvis 4670 4670 exon 6 T C 11 18%
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5.2 Prehled genotyp, které byly pouZzity pro odvozeni jednotlivych
haplotypi geni HOXA10, INSL3, INHA aTIMP1

V néasledujicich tabulkach je uvedetepled pyrosekvenovanych genaiyikteré je
mozné pifadit k jednotlivych haplotyjim. Zaazeni k haplotyipm vychazi z gedpokladu, Ze
kazdy haplotyp je charakterizovany vyskytem mut@memnmista bez ohledu na to, zdali se
u daného jedince tato mutace vyskytovala v homanygebo heterozygotni sestav

Tabulka 22: Prehled jednotlivych haplotypu sekvenci genHOXA10

Sekvence| Haplotyp | Zairazené genotypy

1 P3-KR
2 CSvz4
3 Canis lupus lupus 168/I
4 CSvi7
5 Canis lupus lupus 27/lI
6 Csv3
7 CSV1, Csvi2
8 CSv2
9 Csvis
10 LAB3

=xony 11 |Ccsvio
12 CSVv15
13 Csvi1i
14 CSVv4
15 CSvVv6, CSV13
16 Csv14
17 BRT1-KR
18 BOC4-KR, CSV21
19 Ref.seq.
20 CSV1e, CSV20, CSV23
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Tabulka 22: Rehled jednotlivych haplotypu sekvenci gendOXA10- pokra&ovani

Sekvence

Haplotyp

Zai‘azené genotypy

1

P3-KR

CSv24

CSV15

CSV18

Canis lupus lupus 168/l

AMK

CSV17

BOC4-KR, CSV6, CSV13, CSV14, CSV21

Ref.seq., BRT1-KR, LAB3, CSV4, CSV10, CSV11,
CSV1e, CSV20, CSV23

©O©| 00 |[NOO|hlwWwIN

CSV1, CSV3, CSV12

[
o

Canis lupus lupus 27/1, CSV2

Tabulka 23:

Prehled jednotlivych haplotypu sekvenci geniNSL3

Sekvence

Haplotyp

Zarazené genotypy

Exony

[EEN

CSvi4

CSV12

CSvil

Canis lupus lupus 168/I

g | hWN

Ref.seq., BOC4-KR, LAB3, CSV3, CSV4, CSV10, CSV]
CSVv1/7, CSV18, CSV23

13,

BRT1-KR, P3-KR, Canis lupus lupus 27/Il, CSV2, CSVE
CSV11, CSV15, CSV16, CSV20, CSV21, CSv24

5-UTR

CSv24

P3-KR

Ref.seq., BRT1-KR, BOC4-KR, CSV3, CSV4, CSV13,
CSV14, CSV17, CSV18, CSV23

Canis lupus lupus 27/1l, CSV6, CSV15, CSV20

CSV10

CSV1, CSV2, CSV11, CSV12, CSV16

CSvzl

O INOO|O1|BA| W (NP O

Canis lupus lupus 168/I, LAB3
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Tabulka 23: Rehled jednotlivych haplotypu sekvenci genINSL3- pokratovani

Sekvence| Haplotyp | ZaiFazené genotypy
1 Canis lupus lupus 27/II
2 CSsv1
3 CSV15
4 CSv4
5 CSV16
6 BRT1-KR
7 CSvz24
8 CSV6
9 CSV20
10 CSv2
3-UTR 11 Canis lupus lupus 168/I
12 Csv21
13 Csvil
14 CSvVv18
15 LAB3
16 Ref.seq.
17 CSviz2
18 P3-KR
19 CSvas
20 CSV 3, CSV10, CsV13
21 BOC4-KR, CSV14, CSV17
1 CSv1
5 Ref.seq., Canis lupus lupus 168/, BOC4-KR, LABS\G,
AMK CSV4, CSV10, CSV13, CSV14, CSV17, CSV18, CSV2]
3 BRT1-KR, P3-KR, Canis lupus lupus 27/Il, CSV2, CSVE

CSV11, CSV12, CSV15, CSV16, CSV20, CSV21, CSVi

4
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Tabulka 24:

Prehled jednotlivych haplotypu sekvenci geniNHA

Sekvence| Haplotyp |Zaiazené genotypy
1 Canis lupus lupus 168/I
2 LAB3
Ref.seq., BOC4-KR, P3-KR, Canis lupus lupus 208V1,
Exony 3 CSV2, CSV3, CSV4, CSVe, CSV10, CSV11, CSV12, CSV13,
CSV15, CSV16, CSV17, CSV20, CSV21, CSV23, CSV24
4 BRT1-KR
5 CSV14, CSvVv18
3-UTR 1 -
1 Canis lupus lupus 168/I
2 CSV14, CSsv18
AMK Ref.seq., BRT1-KR, P3-KR, BOC4-KR, LAB3, Canis lspu
3 lupus 27/1l, CSV1, CSV2, CSV3, CSV4, CSV6, CSV10,
CSV11, CSV12, CSV13, CSV15, CSV16, CSV17, CSV20,
CSV21, CSV23, CSVv24
Tabulka 25: Prehled jednotlivych haplotypu sekvenci gentiiMP1
Sekvence | Haplotyp |Zarazené genotypy
1 Canis lupus lupus 27/II
2 CSvVv18
Exony Ref.seq., BRT1-KR, P3-KR, BOC4-KR, LAB3, Canis lsdupus
3 168/l, CSV1, CSV2, CSV3, CSV4, CSV6, CSV10, CSV11,
CSV12, CSV13, CSV14, CSV15, CSV1e6, CSV17, CSV20,
CSV21, CSV23, CSV24
5-UTR 1 -
3-UTR 1 -
1 Canis lupus lupus 27/II
2 CSv18
AMK Ref.seq., BRT1-KR, P3-KR, BOC4-KR, LAB3, Canis lsdupus
3 168/l, CSV1, CSV2, CSV3, CSV4, CSV6, CSV10, CSV11,
CSV12, CSV13, CSV14, CSV15, CSV1e6, CSV17, CSV20,
CSV21, CSV23, CSV24
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5.3 Sekvence aminokyselin kédovanych jednotlivymi haplypy
studovanych geri

Vystupem pyrosekvenace a nasledného bioinformdiwképracovani dat byly
informace o Uplnych sekvencich kodujicich i nekédahp ¢asti studovanych gén Tyto
sekvence byly zpracovany v programu BioEdit 7.1(8all, 1999) a slouzily jako vstupni
data pro program MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)hlg¢dem k objemu dat, ktera byla
aminokyselinovych sekvenci protéilmdvozenych na zakladranslace kodujicich sekvenci.
Tyto sekvence respektive jejich mnohonasobné pd@mivr{alignment) je prezentovano
na nasledujicich obrazcich.

Pro ozndeni jednotlivych aminokyselin byl pouzit systém WP (International
Union of Pure and Applied Chemistry — www.iupac)orgrogram BioEdit 7.1.3.0 (Hall,
1999) tyto sekvence zpracoval tak, Ze homologndentické aminokyseliny bylyazeny
pod sebou a na néasledujicich obrazcich jsousenyaekou pislusné barvy. Aminokyseliny,
u kterych doSlo vzhledem k srovnavaci sekvencil&aigsou oznéeny pomékou. Sekvence,
které se liSi substituci aminokyselin, jsou na pbiéh charakteristické gainym pismenem

oznaujicicm substituovanou aminokyselinu.
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Obréazek 4:

Porovnani aminokyselinovych sekvenci kodovanychgdorymi haplotypy u genu gentdOXA10
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Obrazek 5: Porovnani aminokyselinovych sekvenci kédovanychgdd/ymi haplotypy u genu gentNSL3
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Obrazek 6: Porovnani aminokyselinovych sekvenci kddovanychgdd/ymi haplotypy u genu gentNHA
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Obrazek 7: Porovnani aminokyselinovych sekvenci kodovanychg#d/ymi haplotypy u genu geniMP1
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5.4 Kladogramy vyjadrujici podobnosti haplotypi studovanych geti

Vystupem programu MEGA 6.06 (Tamura et al., 20k8ry byl vyuZzit k porovnani
nalezenych haplotypjednotlivych gefi, byly kladogramy znazauijici jejich fylogenetickou
piibuznost a sekveni podobnost.

5.4.1 Kladogramy exonovych sekvenci genbtlOXA10 a proteinovych produkti
kddovanych timto genem
Na obradzku 8 je uveden kladogram, ktery vijgel evol&ni podobnosti mezi
haplotypy exonovyclasti genuHOXA1Q Pro konstrukci kladogramu byla pouzita metoda
maximalni ¥rohodnosti s 3-parametrovym modelem (Tamura, 19B@)to strom vykazuje

nejvyssi hodnotu logaritmu praggbdobnosti (-557,29).

Obrazek 8: Kladogram vyjadujici sekverini podobnosti haplotypexonovych oblasti
genuHOXA1Q

HAPL14 - HOFATD - EXOMY
HAPL1S - HORATO - EXOMNY
HAPL13 - HOXATD - EXONY
HAPL12 - HOFATD - EXOMY
HAPLT1 - HORATO - EXOMNY
HAPL10 - HOXATD - EXONY
HAPLS - HOXATO - EXONY
HAPLE - HOXATO - EXONY
HAPLY - HOXATO - EXONY
HAPLE - HOXATO - EXONY
HAPLS - HOXATO - EXONY
HAPLY - HOXATO - EXONY
HAPLS - HOXATO - EXONY
HAPL1 - HOXATO - EXONY
HAPL1E - HO=ATD - EXONY
HAPLT7 - HORATD - EXONY
HAPL1E - HOFATD - EXOMNY
HAPL1S - HORATD - EXONY
HAPLZD - HORATD - EXONY
HAPLZ - HOXATO - EXONY

0.0002
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Program MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) na z&kladginalniho stromu Wtenil
dvé odlisné wtve, kdy k samostatné&twi byl zatazeny haplotyp 2. Ostatni haplotypy byly

zarazené do spoteé skupiny.

Na obrazku 9 je uveden kladogram, ktery byl sestanaezaklad aminokyselinového
slozeni polypeptidu kédovaného exony gét@XA1Q Tento kladogram je charakteristicky
nejvyssi hodnotou logaritmu prasgbdobnosti (-1214,85). Pro konstrukci kladogramii by
pouzit Dayhoffiv model (Schwarz a Dayhoff, 1979).

Obrazek 9: Kladogram vyjadujici sekverini podobnosti haplotypaminokyselinovych
sekvenci gentiOXA1Q

HAPLS - HORATD - Ahdk
HAPLE - HOMATO - Ak
HAPLY - HORATD - Ahdk
HAPLS - HORATD - Ak
HAPL1O - HOXATO - AdK

HAPLT - HO®AT0 - Aldk
HAPLS - HOEATD - Ak
HAPLE - HOEATD - Ahtk
HAPLZ - HO®AT0 - Aldk

I
B4 | HAPLY - HOXA10 - AMK

—
0.0005

Na zéklad originalniho stromu Wenil program MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)

dvé odlisné wtve, které se dalestlly do dalSich dvou respektivyi skupin.
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5.4.2 Kladogramy exonovych a UTR sekvenci genLNSL 3

Na obradzku 10 je uveden kladogram, ktery viggel evol&ni

mezi haplotypy exonovyctasti genUNSL3 Pro konstrukci kladogramu byla pouzita metoda

maximalni ¥rohodnosti s 3-parametrovym modelem (Tamura, 19B@yto strom vykazuje

nejvySsi hodnotu logaritmu praggbdobnosti (-183,33).

podobnosti

Obrazek 10: Kladogram vyjadujici sekvetini podobnosti haplotypexonovych oblasti

genuINSL3
HAPLA -
| HAPLS -
|HAPU
HAPLS -
HAPLZ - INSL3 - EXONY

30N HAPLE - IMN5L3 - EXONY

—
0.0Mm

INSL3 -
INSLS -
- IMSL3 -
INSLS -

EXONY
EXONY
EXONY
EXONY

Na z&klad originalniho stromu byly programem MEGA 6.06 (Tamet al., 2013)

odliSeny ti rizné ¥tve. Samostathbyl zaazen haplotyp 3.
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Na obrdzku 11 je uveden kladogram, ktery vigge evolgni podobnosti mezi
haplotypy 3-UTR sekvenci geniNSL3 Pro konstrukci kladogramu byla pouZita metoda
maximalni ¥rohodnosti s 2 parametrovym modelem a gama disfriiidimura, 1980). Tento

strom vykazuje nejvyssi hodnotu logaritmu prgpatobnosti (-3374,88).

Obrazek 11: Kladogram vyjatujici sekvetini podobnosti haplotyp3-UTR sekvence genu
INSL3

HAPL12 - INSL3 - 3-UTR
HAPL13 - INSL3 - 3-UTR
HAPLS - INSL3 - 3-UTR
HAPL17 - INSL3 - 3-UTR
HAPLY - INSL3 - 3-UTR
ik £ HAPLT! - INSL3 - 3-UTR
HAPL10 - INSL3 - 3-UTR
5 HAPL1S - INSLS - 3-UTR
HAPL1G - INSL3 - 3-UTR
HAPLIE - INSL3 - 3-UTR
13 HAPL2O - INSL3 - 3-UTR

— HAPL14 - INSL3 - 3-UTR
—— HAPL1S - INSL3 - 3-LTR

I HARLG - INSLT - 3-UTR

HAPL4 - INSL3 - 3-LTR

A

HAPLS - IN3L3 - 3-UTR

H&PL2T - IMSL3 - 3-UTR

HAPLT - IM5L3 - 3-UTR
HAFLZ - INSL3 - 3-UTR

H&PLE - IMZL3 - 3-UTR
HAPLS - INSL3 - 3-LTR

35

4

24

0.001

Z vySe uvedeného obrazku vyplyva, Ze kladogram diyjici podobnost sekvenci
3-UTR oblasti genudNSL3 vykazuje v porovnani s ostatnimi vysledky evaluanalyzy

nej\etsi ¢lenitost. Na zakla#l originalniho stromu witenil program MEGA 6.06 (Tamura et

al., 2013) fivodni odlisné ¥tve, od kterych jsou odvozeny ostatni haplotypy.
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Na obrazku 12 je uveden kladogram, ktery viigel evol@ni podobnosti mezi
haplotypy 5-UTR sekvenci geniNSL3 Pro konstrukci kladogramu byla pouZita metoda
maximalni ¥rohodnosti modelem podle Jukes a Cantor (1969).toTetrom vykazuje

nejvyssi hodnotu logaritmu praggbdobnosti (-549,33).

Obrazek 12: Kladogram vyjadujici sekverini podobnosti haplotyp5-UTR sekvenci genu
INSL3

HAPL1 - INSL3 - 5-UTR
HAPLZ - INSL3 - 5-UTR

HAPL4 - INSL3 - 5-UTR

| HAPLS - INSL3 - 5-UTR
52 | HAPLS - INSL3 - 5-UTR
HAPL3 - INSL3 - 5-UTR
|HAPLT - INSL3 - 5-UTR
51 | HAPLS - INSL3 - 5-UTR

—
0.0005

Vystup z programu MEGA 6.06 (Tamura et al., 2018gry je na obrazku 12,
znazoituje, Ze z haplotypu 4 se postupnou evoluci vyvinabgvajici typy haplotyf,
piicemz haplotyp 5 a haplotyp 8 vykazuji nggi evolini vzdalenost od haplotypu 4.
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5.4.3 Kladogramy exonovych sekvenci genlNHA a proteinovych produkti
kédovanych timto genem
Na obrazku 13 je uveden kladogram, ktery viggel evol&ni podobnosti mezi
haplotypy exonovychtasti genulNHA. Pro konstrukci kladogramu byla pouZita metoda
maximalni ¥rohodnosti s 3-parametrovym modelem (Tamura, 19B@)to strom vykazuje
nejvyssi hodnotu logaritmu pragabdobnosti (-514,74).

Obrazek 13: Kladogram vyjadujici sekvetini podobnosti haplotypexonovych oblasti
genulNHA

59 HAPLZ - INHA - EXONY
53 IHAPLS - INHA - EXONY
HAPLY - INHA - EXOMY
HAPLS - INHA - EXOMNY

HAPLT - INHA, - EXONY

0.00

Program MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) na zakladginalniho stromu wjenil tii
odliSné ¥tve. K samostatnééwi byl zarazen haplotyp 1 a haplotyp 3i€eli wtev byla dale

rozdklena na dalSi dvskupiny.

5.5 Variabilita PCR markeru delece 855-860 v exonu 1 gel HOXA10

5.5.1 Vysledky resekvenaci oblasti s vyskytem delece 8850

PCR produkty byly 0s@nré resekvenovany s vyuzitim sekvénach primet
HOXA10855seq-F alOXA10855seq-R. Zd&hto now ziskanych sekvenci vyplynulo, Ze se
v amplikonech nachéazely identické mutace, kteréy mjiSttny pomoci pyrosekvenace.

Porovnanidchto sekvenci je uvedeno na obrazku 14.
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Obrazek 14: Porovnani sekvenci amplikofez delece 6 bp a s deleci 6 bp

JT"'I""I"'Tl""l""l""I"'T|TTTT|TTT'I""I""ITTTT|TTTTI""I""ITTTT'TTTT""'I""I'TTT'

x| 10 z0 20 40 50 &0 70 20 20 100
amplikgn bhez delecze 6 bp CTCTTTCEOECAGAACATCAALAGAGSAGAGCTCCTACTETCTCTACGACTCGEEEEACAAATGOCOCAAAGSCTCCACCEOCACGEOCFAGCTEEECCCC
amplikgn z deleci & bp ....................................................................................................

SfTTTTTrYY | vrowr | v |TETEE | PRTY|YTET | FATE | TEIAL|PRTY | YEOY [ FAAF | TN FETY | TEEY [ FAAT | TEAR  FEYY | TEEY WY

| 110 120 130 140 150 1la0 170 180 120 Z00
amplikon bez delece & bp TTCCCECEEEGECCCECCECCCGACEECTGCGCCCTGAGCACCTCCAGCGEGETGCCAGTGCCCEECTACTTCCGCCTCTCCCAGGCCTATGECACGECCA
amplikon gz deleci @& = < R T T T T T T T T T T I T I R R P R

BAAARAR AL AN AR LEEAR RN R AN EAALNRALENEARAN AR EALRERARANLAAANRARLEEARANARRLNEARANRARENEARANRARL
x| 210 220 230 z40 250 Z&0 Z70 Z80 Z20 200

amplikgn bhez delecze 6 bp AEEETTACGECAGEEETEECEECEOGCAACAGCTCOEEEECCEECCOETTCCCCECTCAGCCCCCCEEECECEECTTCEACCOGOCACCCGECACTCEECTC

amplikgn z deleci & bp ....................................................................................................

SqTTTTTTTT | TR [ rYYY | TERTR | TETT | TAAE | FYTY|FERR | TEAT | T | FTYIY | FERF | TEAIT | TR | FTTY | FERF | TYTY | TR | FAYY

310 2Z0 330 240 350 260 370 280 390 400
amplikon bez delece & hp OGO TCAGCGEATECAGCCCGEAL AGAGCGAGCCCTCGATTCACCGCOGOCCCCCACGOTGACTTGCSGTEECEGoEEoEEC GGGl TOCCAZGET
amplikgn 2 deleci & 2= T T T T T T T T

SASANRARRN LA RSN RARANEAARA RARRNEARANEARANEAAAN LA AR EAAAN AR AR AR
x| 410 420 430 440 450 440 470

amplikgn bhez delecze 6 bp GACGASFAGECGECACGOGTCETCCTOEECCECAGASEAGCTCTCOOCAGCCCCTTCCGEAGAGCASCAAAGCCTCE

amplikgn z deleci & bp ...........................................................................

74



5.5.2 Délkovy polymorfismus now navrzeného markeru delece 855-860
v exonu 1 gentHOXA10 stanoveny kapilarni elektroforézou

Polymorfismus, ktery byl detekovan fragmamti analyzou, odpovidal vysledik,
které byly zjiS¢ny pomoci pyrosekvenace. Na nasledujicich obrazsahuvedeny iiklady
vystupu kapilarni elektroforézy, kde jednotlivé yikiedstavuji velikostti odlisné alely

navrzeného markeru.

Obrazek 15: Vystup kapilarni elektroforézy pro navrzeny maréietece 855-860 v exonu 1
genuHOXA10- alely 164/164

164 bp

s A 4

Obrazek 16: Vystup kapilarni elektroforézy pro navrzeny maréietece 855-860 v exonu 1
genuHOXA10- alely 158/164

158 bp

164 bp

_\\kpjuﬁkiﬂ b
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Obrazek 17: Vystup kapilarni elektroforézy pro navrzeny maréietece 855-860 v exonu 1
genuHOXA10- 158/158

158 bp

R

V nasledujici tabulce 26 jsou uvedeny velikosti bBkopt u jedind, ktei byli
podrobeni genetické analyze pomoci pyrosekvenaee.p@ uvedenych v této tabulce
vykazovali kryptorchismus pouz# fedinci (BRT1-KR, P3-KR, P3-KR). Ostatni jedirtayli
pii pyrosekvenaci vyuziti pro studium kauzalnich neiitalalSich gei nesouvisejicich

s kryptorchismem. Vifppadt mé diplomové prace tito jedinci slouzili jako négai kontrola.
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Tabulka 26: Zjistené genotypy jedinchodnocenych pomoci pyrosekvenace vigaé
velikosti amplikori

Vzorek Pohlavi Genotyp
CSvi fena 164/164
CSV2 fena 158/164
CSsv3 fena 164/164
CSv4 fena 164/164
CSV6 pes 161/164
CSsVvio0 pes 164/164
CSvi1l pes 164/164
Csvi2 pes 164/164
CSsvi3 pes 158/164
CSv14 pes 164/164
CSsVvi5 pes 158/164
CSV16 pes 164/164
Csvi7 pes 164/164
Csvis pes 158/164
CSVv20 fena 164/164
Csv2i pes 158/164
Csv23 pes 164/164
Csvza4 fena 158/164
BRT1-KR pes 164/164
LAB3 fena 164/164
P3-KR pes 164/164
BOC4-KR pes 158/158
Canis lupus lupus 168/I pes 164/164
Canis lupus lupus 27/ fena 158/164

Amplikon o velikosti 164 bp i@dstavuje sekvenci, ktera je shodna s reterien
sekvenci, tzn. bez delece nukleétidhmplikon o velikosti 161 bp fiedstavuje deleci 3 bp
ve srovnani s referéni sekvenci. Amplikon s velikosti 158 bpredstavuje deleci 6 bp
ve srovnani s referéni sekvenci.

Z uvedené tabulky 26 vyplyva, Ze genotypizaci 18wzt plemeneceskoslovensky
vicdk bylo charakterizovano 6 jeding4 psi a 2 feny) s genotypem 158/164, jeden pes
s genotypem 158/161 a 11 jedin€8 psi a 3 feny) s nemutovanym genotypem 164/164.
U kryptorchidnich jedingk BRT1-KR a P3-KR byl row¢ zjiS&n genotyp 164/164.

U kryptrochdniho jedince BOC4-KR byl vSak detekoy@éhe mutované alely 158/158.
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VySe popsana optimalizovana metoda byla pouzitdaid skupinu ps s vyskytem

kryptorchismu — viz nasledujici tabulka.

Tabulka 27: Zjistené genotypy a fenotypy kryptorchidnich jedinc

Vzorek | Plemeno | Typ kryptorchismu Kastrace Genotyp
KR1 FXH unilateralni ano 158/164
KR2 BOC unilateralni ne 164/164
KR3 PAP unilateralni ano 158/164
KR4 SHI unilateralni ano (1 varle ponechand)64/164
KR5 BP bilateralni ne 158/158
KR6 PRT unilateralni ano (1 varle ponechandp8/164
KR7 CSv bilateralni ano 158/164
KR8 SHE bilateralni ano 158/158
KR9 DV bilateralni ano 158/164
KR10 CP unilateralni ano 164/164
KR13 BOC bilateralni ne 164/164
KR14 AG unilateralni ne 158/164

V tabulce 27 je uvedeno dvanéct kryptorchidnichiug#s jedenacti iznych plemen
psi. Usedmi jeding byl diagnostikovan unilateralni kryptorchismus goéti jedinci
bilateralni kryptorchismus. Kroénfenotypu je udchto psi uvedena i informace o tom, jestli
byli nebo nebyli kastrovani. Ztabulky 27 vyplyvae c¢tyii jedinci maji u studovaného
polymorfismu gentHOXA10shodny genotyp 164/164 s refetehsekvenci. Nebyla u nich
detekovana delece v této oblasti genu. U Sestngadbyla zjiSEna heterozygotni alelicka
kombinace 158/164. U dvou jedindyla detekovana delecebf v homozygotni sestav
s genotypem 158/158. Zaravebyla krom& vySe zmignych kryptorchidnich jedinc
analyzovana i DNA dvou fen plemene chodsky pesgjichiz blizce pibuznych p8
(ve vztahu bratr — sestra a matka — syn) byl diatikavan kryptorchismus. U oboéchto fen
byla zjiS€na heterozygotni sestava 158/164.

Optimalizovany metodicky postup identifikace vySmimné delece byl aplikovan
rovnéZz na vzorek populace border tetiér celkovém pé&tu 62 jedindg (28 psi a 34 fen), kde
vSichni jedinci 164/164,

bez ohledu na pohlavi vykazovaliel@kou kombinaci

tzn. bez detekované delece.
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Dale bylo stejnym zjsobem hodnoceno i 65 zastup(35 psi a 30 fen) plemene
border kolie a 68 zastup¢31 psi a 37 fen) plemene bearded kolie. U obou dvou pheinyta
zjiSttna u vSech jediric rovrez homozygotni kombinace alel 164/164, tudiz shodna

s referetini sekvenci.
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6 Diskuze

Ve své diplomové praci jsem se z#ita na studium &di¢cné podstaty kryptorchismu
u pdi. Kryptorchismus pét mezi nefastji se vyskytujici vrozené defekty, které se objévuj
i uclovéka (Cox et al., 1978). Kryptorchismus neni jednedugendelisticky édicné
onemocgni. Jeho ficina je multifaktorova a zahrnuje genetické i negieké pozadi jedince
(Cox et al., 1978, Cassata et al., 2008, Zhao.ef@l0). Pomoci komparativnhi genomiky
a studia kandidatnich géfylo zjiS€no, Ze pes je vhodnym animalnim modelem pro vyzkum
genetické podstaty kryptorchismu (Khanna et alQ&0 Proto jsem si pro 8y vyzkum
vybrala kandidatni geny, které se vyskytuji jakemgmu psa, tak i v genontloveka. Vyker
geni jsem provedla na zakladtudia ¥decké literatury.

Rada bych poznamenala, Ze s rozvojem a dostupmmgfch molekularnich technik
v oblasti genetiky se @et kandidatnich génpro kryptorchismus uiznych Zivaichu stale
meéni, stejré jako informace o nich publikované. Négad Cannistraci et al. (2013) uvgid
ve své publikaci v§et 35 kandidatnich gérpro kryptorchismus. Na zaklagveého vyzkumu
vytvorili  Cannistraci et al. (2013) internetovou databd&andidatnich geh
pro kryptorchismus  (http://www.integratomics-timent/cryptorchidism/candidate_genes),
do které mohou adecké tymy vkladat informace o novych kandidatrgelmech. V uvedené
databazi je krom symbolu a ndzvu genu uvedena i citace odkazuggiieluSnou studii
daného genu, sttna charakteristika experimentu, vypis Zaha, u kterych byl gen
v souvislosti s kryptorchismem analyzovan, a jelipguina lokalizace v genomtiovéka.
Zminéna databaze nyni obsahuje jiz 197 popsanych kamditiager pro kryptorchismus
u ¢loveéka a fiznych druld zviat.

Mnou studované kandidatni getdOXA1Q INSL3 INHA a TIMP1 byly doposud
u pdi studovany pouze na zakta#lasické Sangerovy sekvam metody. Analyzouéthto
gemi pomoci pyrosekvenace jsem ziskala velké mnoZsaviodexonovych iintronovych
sekvencich gen Tyto informace mohou byt dale vyuZity nejeh gtudiu uvedenych gén

u pdi, ale i ke srovnavacim analyza#chto geri u ¢lovéka a dalSich zivéchu.
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6.1 Priprava vzorkua pro pyrosekvenaci

Vysokomolekularni DNA bez iftomnosti kontaminujicich latek je nezbytnym
piedpokladem pro ugpnou aplikaci iznych genetickych markér Hodnoceni kvality
a kvantity izolované DNA nebylo cilem diplomové gea gesto jsem tyto parametry
sledovala. Standardnimi molekularnimi technikareinjsowiila, Ze extrahovana genomicka
DNA je vysokomolekularni a bez nazrialkagmentace.

Pomoci gelové elektroforézy jsem re¥nowiila, Ze navrzené dvojice primer
pro long-range PCR spolehdivumoznily amplifikaci dlouhych fragmeinta byly ziskany
produkty pozadované velikosti u vSech studovanyarii.g

6.2 Pyrosekvenace

Pomoci pyrosekvenace byly analyzovany sekvenceerelBesti gein (HOXA1Q
INSL3 INHA, TIMP1, SOD1 DNM1). Nezbytnym pedpokladem pro jejich Ggpnou
pyrosekvenaci bylo zvoleni vhodné strategie gipravu DNA knihovny. Ta musela byt
sestavena s ohledem na kapacitu pyrosekvenatoklu@& System a zarofrenéla umoznit
veétSi paet ¢teni kazdého nukleotidu Zidodu minimalizace chybnych vysleilk divodu
nahodnych chyb vzniklych fpsekvenovani. Sekvenovano bylo Sest igen 24 jedind,

u kterych bylo detekovano celkem 227&mych mutaci. Jelikoz je v tabulkovém vystupu
vysledki programu GS Refference Mapper (Roche) gmadcelkovy pdéet ¢teni kazdého
polymorfismu, bylo mozné vypitat piimérny paiet éteni (neboli pokryti z angl. coverage).
Primérny paset éteniéinil 54.

V tabulkovém vystupu vysledksekvenovani je row informace o frekvenci vyskytu
dané mutace. Vzhledem k mnozZstvi detekovanych rmutacz divodu minimalizace
piipadnych nespravnych zfn na zaklad ziskanych vysledk byla data na zakl&dtéchto
adaj filtrovana. Pyrosekvenace neumioje rozliSit homozygotni a heterozygotni alelickou
sestavu. Lze vSakipdpokladat, Zeipfrekvenci blizici se 100 % byl jedinec z hledigi#o
mutace homozygotni, ip frekvenci okolo 50 % heterozygotni. K dalSim gaam byly
vybrdny pouze mutace, které byly sy s frekvenci vyskytu &Si nez 10 %. Hradsni
hodnota 10 % byla zvolena #wbdu moZznych nespecifickych chyb, o kterych setizini

v metodickém postupu diplomové prace.
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Na z&klad vySe popsanych Udag pyrosekvenovani mohu konstatovat, Ze strategie
tvorby knihovny byla asgsnd a umoznila ziskat vysledky, které s #&jvpravaépodobnosti

odpovidaji skuténé sekvenci nukleotidu studovanych jediric

6.3 Detekované polymorfismy studovanych geainpomoci pyrosekvenace

Cilem diplomové prace bylo studium kandidatnich tgepro kryptorchismus.
Po odfiltrovani dat dle vySe popsaného postupu bgaaklad pyrosekvenace 24 jediinc
charakterizovano celkem 834 mutaci oproti refemérsekvenci v kodujicich i nekédujicich
Usecich studovanych gierKonkrétré bylo detekovano celkem 113 mutaci v géthXA1Q
306 mutaci v genuINSL3 346 mutaci v genuNHA, a 69 mutaci v genulriIMPL
V sekvencich zralé mRNA bylo zj&to 84 mutaci gentiOXA1Q 218 mutaci geniNSL3
34 mutaci genlNHA, a pouze 3 mutace v gemiMP 1.

Z divodu necdekavaného velkého mnozZstvi detekovanych polymdrfninist
v kédujicich usecich kandidatnich ggeem se daled&novala jen sledovaningdhto mutaci.
Ziskané informace o nekddujicich sekvencich vSakaudyt vyuzity k dalSim analyzam a
uz ve vztahu k vyskytu kryptorchismu uipsi z hlediska jejich dznych jinych funkci.
Jak vyplyvé z literarnihotghledu, jedn& se o geny, které maji v organismak&ispektrum
pusobnosti (Burger a Igarashi, 1988, Scott, 1993,ekswh a Brown, 2002, Truong et al.,
2003).

6.4 Polymorfismy v exonovych a UTR sekvencich gérHOXA10, INSL 3,
INHA, TIMP1

Z hlediska vyskytu detekovanych sekw¥eith rozditi v exonech studovanych dgen
vykazoval nej¢tSi variabilitu genHOXAL1Q v jehoz exonech bylo pomoci pyrosekvenace
odhaleno celkoy 84 mutaci u 24 sekvenovanychip¥ exonech gentiNSL3 bylo zjis&no
celkem 31 mutaci, gedtHA 34 mutaci a v exonech gefmiMP1 pouze 3 mutace.

U studovanych genjsem vzhledem Kk jejich funkcimtekavala mensi vyskyt mutaci.
Zejména u geniHOXA1Q ktery je kltovy pro ontogeneticky vyvoj jedince (Scott, 1993),
jsem takovou variabilitu v exonovych sekvenci iieeipokladala. Proto jsem se v dalasti
vyzkumu zandtila praw na detekované mutace v exonu gei@xA10

Sekvence zralé mRNA gé&nmohou krond exoni obsahovat i tzv. UTR oblasti

(z angl.. untranslated region). Sekvence 5-UTR WT8 oblasti pedstavuji nefekladané
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oblasti, které se nachazeji na 5’konci a 3’koncN®ARUTR sekvence vSak maji regtid
funkci a ovliviiuji stabilitu celé molekuly. Mutace wdhto oblastech mohou oviievat
expresi genu. O mutacich vregin&ch UTR oblastech génse diskutuje v souvislosti
s moznymi poruchami bgbnych proces vcetrg ontogenetického vyvoje jedince
nebo nadorového bujeni (Chatterjee a Pal, 200R)jeJavedeno v mezinarodni nukleotidové
databazi Ensembl, v getiOXA10se UTR sekvenceibec nenachazeji, g¢NHA ma pouze
3-UTR a genyINSL3 a TIMP1 5-UTR i 3-UTR oblasti. U genINHA a TIMP1 nebyla
detekovana zadna mutaceéehto regul@nich sekvencich. Naproti tomu u gemNSL3
kde jsou UTR sekvence mnohonasdldelSi nez samotné exony, bylo detekovano celkem
218 mutaci v 5-UTR a 3-UTR oblastech. Takovygiomutaci s8dci o velké variabilig
regul&nich oblasti genu. Ziskané vysledky mohou byt zdda pro podrob$)Si studie
téchto Uusek genuINSL3

6.5 Polymorfismy v aminokyselinach kddovanych jednotliymi haplotypy
studovanych geri

U mutaci detekovanych v exonech kandidatnichigeem se zagtila na jejich vliv
z hlediska zrany aminokyselinového slozenétézce. U vSech jedirichodnocenych pomoci
pyrosekvenace byla na zaktadiskanych vysledk sestavena sekvence exonovy&sti
studovanych kandidatnich genProtoZze pyrosekvenace neunige stanoveni alelické
kombinace, byli tito jedinci z hlediska detekovatané mutace povazovani za homozygotni
bez ohledu na frekvenci jejiho vyskytu. Cilem diptové prace bylo ziskani detailnich
informaci o vybranych kandidatnich genech pro tasghismus. Pomoci pyrosekvenace bylo
ziskano velké mnozstvi dat, na zaki&terych mohlo byt rozhodnuto o dalSich podrgbith
studiich. Z tohoto @#vodu bylo mozné sestavit sekvence DNA bez ohledsestavu alel,
kterd se v polymorfnich mistech skirie vyskytuje. Jsem si vSakédoma toho, Ze
pii podrobrEjSich genetickych analyzacki detekovani konkrétniho mut@iho mista
s ohledem na fenotyp jedince §etnost vyskytu velmi wezitou informaci. Jak uvé
Huse et al. (2007), moznost stanoveni mutaci yémki vyskytu mensi nez 10% je jednou
z hlavnich vyhod pyrosekvenace. Zejména v kliniogénetice je tento (daj Kbvy
pro stanoveni spravné diagnézy.

Sestavené  sekvence  nukledtid jednotlivych  zviat byly  peloZzeny
do aminokyselinovéhdettzce a porovnany pomoci programu BioEdit 7.1.3.0ll(H£99).

Ze ziskanych vysledk vyplyva, Ze ¥tSina detekovanych mutaci v nukleotidovée&zci

83



nentla vliv na sestavu aminokyselin v daném genu. &&araminokyselin vigsledku mutace
muze mit velky vliv na syntézu vysledného proteinay§&ad a Simmons, 2009). Sekvence
aminokyselin byly porovnany z hlediska haplatypkteré se u jednotlivych protdin
vyskytovaly.

U geru INSL3 INHA a TIMPL1 byly zjiStny vzdy 3 fizné haplotypy. Jak vyplyva
z obrazk 5, 6 a 7, detekované mutace znamenalyénanjednéci dvou aminokyselin. Ani
jedna z &chto zmén proteinovéhaetézce nebyla popsana v Zzadné mnou studovadécké
literature. Naproti tomu zagma 22. aminokyseliny v geniNSL3 kterou ve své studii
charakterizovali u bilater&nkryptorchidniho jedince Cassata et al. (2008),yl&ehalezena
u zadného z pyrosekvenovych jedin€assata et al. (2008) popisuji zéum aminokyseliny
alanin za aminokyselinu valin wisledku zamny jedné baze. Mnou ziskané vysledky
pyrosekvenace genulNSL3 u 24 jedind, mezi kterymi byli i jeden bilater&n
a dva unilaterakn kryptorchidni jedinci, vSak ukazaly, Ze vSichniabzovani jedinci rdli
Vv pozici 22. aminokyseliny alanin, tzn. nemutovarglet nukleotid.

Gen HOXA10 vykazoval z hlediska proteinovych sekvenci ag§v variabilitu. Jak
vyplyva z obrazku 4, na zakladrysledki pyrosekvenace jsem popsala celkem tihych
haplotypi. Z obrazku 4 rov¥ vyplyva, Ze krord zanen jednécdi vice aminokyselin doslo
i ke znmEné poctu aminokyselin ve vysledném proteinovéezci v disledku deleci celych
tripleta. Jako nejvice variabilni se jevila oblast okolo5&®0. nukleotidu delece Sesti
nukleotidi, ktera v produktu translace odpovida ztiitou aminokyselin.

V uvedeném Useku v pozicich 283. — 290. aminokyggk dle refereéni sekvence
(B8PZS7_CANFA ENSCAFG00000002963) sled 8 gluciiRichards a Sutherland (1997)
popisuji, Ze opakujici se pet aminokyselin v proteinovéntetzci mize poukazovat
na @icinu nekterych onemoaini u lidi. Pra¢ pocet aminokyselin v dané sekvenciibe byt
i diagnostickym markerem. Z tohotaivbdu, i z hlediskatetnosti vyskytu a velikosti této
mutace u pyrosekvenovanych iati jsem se ve své diplomové praci dale &ddm
na navrzeni molekularniho markeru, ktery by bylopen identifikovat tento polymorfismus

v riznych populacich fis
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6.6 Kladogramy vyjadrujici podobnosti haplotypi studovanych geti

Pomoci programu MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013)y bséstaveny kladogramy
ukazujici sekvetni podobnost jednotlivych haplotypKonstrukce fylogenetickych stram
umoziuje znazorsni evolwniho vyvoje sekvenci studovanych gerNa zaklad analyzy
evolwnich znmén v sekvencich gdénriznych organisrn Ize |épe odhadnout mozny vyvoj
Zivota na zemi a lépe pochopitkteré biologické procesy (Snustad a Simmons, 2009).
K hodnoceni vSech haplotypbyla vyuzZita metoda maximalniémhodnosti (Maximum
Likelihood). Tato metoda umdéhje ve vybraném evolmim modelu s witou
pravéEpodobnosti stanovit, které evohi vetve mohly dat vzniknout ostatnim. fipad mé
diplomové prace lze na zakkdéto metody odhadnout, které haplotypy studovanych
kandidatnich geinpro kryptorchismus jsou evalg starSi a které haplotypy &chto vychazi.

Z tabulky 17 je patrné, Ze ne vSechny sekvence byddné hodnotit pomoci vySe
popsané statistické metody. Z kladog@iamvedenych ve vysledkovéasti prace je rowt
mozné vyist, Ze ziskané sekvence jsou z hlediska éndho vyvoje velmi konzervativni.
Domnivam se, Ze je tomu tak z nasledujicialvodii. Haplotypy ziskané na zakkad
pyrosekvenacerpdstavuji sekvence 22ipdomacich Canis lupus familiaris [).péti raiznych
plemen a 2 vlik obecnych eurasijskyctCanis lupus lupus Jak uvadji Larson et al. (2012),
jedna se uUzceifbuzné druhy zvat, vlk obecny Canis lupu} je pgimym pedkem psa
domaciho Canis lupus familiaris ). | presto jsem vSak z vysledlksvé prace Wetla, Ze
u obou dvou hodnocenych vikbylo detekovano &Si mnoZstvi mutaci a rozdilnych
haplotym oproti referetni sekvenci nez u testovanychupslelikoZ referetni sekvence
piedstavovaly sekvence dgerpsa domacihoQanis lupus familiaris 1), zjiStné rozdily
mohou poukazovat na evéhi zmeny genii v disledku domestikace.

DalSim divodem pro velkou konzervativhost haplaiype dle mého nazoru jejich
porovnani pouze na zakkadodujicich Usek geni. Zmeny v kddujicich sekvencich gén
mohou mit rozsahlétdledky na sloZzeni vysledného proteinu a jeho funBak vyplyva
z literarniho pehledu diplomové prace, mnou studované kandid@&mny gro kryptorchismus
se podileji na mnoha biologickych procesech v asgpam ftiznych Ziva@ichi (Burger
a lgarashi, 1988, Scott, 1993, Anderson a Brow22@ruong et al., 2003). Domnivam se,
Ze Siroké spektrumugobnosti vyslednych proteingeni a jejich vyskyt u mnohaiznych
druhi zvirat je dalSim tvodem pomirné malé evoldni rozmanitosti v analyzovanych

Usecich mezi testovanymi jedinci.
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Clenitost ziskanych evotmich strond u jednotlivych geh jsem také porovnala
s mnozstvim detekovanych polymorfisna danych sekvencich. Zjistila jsem, Zetpowtvi
fylogenetického stromu rostéipo unerné s pa&tem mutaci v daném useku. Stejak vyslo
I porovnani vztahwlenitosti stromu a délky sekvence. Nejrozmgait evoliEni strom je
patrny uexof genu HOXA10 (20 riznych haplotyp) a 3-UTR oblasti genuNSL3
(21 riznych haplotyf).

Cilem diplomové prace nebylo studium evwiupribuznosti analyzovanych jediinc
piesto si myslim, Ze statistické zpracovani vysletinywaplotyfi pomoci programu
MEGA 6.06 (Tamura et al., 2013) poukazalo na moiwpgeneticky vyvoj sekvenci
studovanych gen

6.7 Variabilita navrzeného markeru delece 855-860 v exal 1 genu
HOXA10

Z davoda popsanych jiz viedchozim textu diplomové prace jsem si pro dalélyay
vybrala variabilni Usek v oblasti 855-866. nukldatgenuHOXA1Q V kapitole 6.5 této prace
jsem jiz popsala moznyidledek dané delece. Vzhledendegtnosti vyskytu a velikosti této
mutace jsem se rozhodla navrhnout geneticky matktery by snadno odhalil délkovy
polymorfismus v tomto Useku gerDXA10a byl aplikovatelny naizné populace fis

Nejprve jsem pomoci klasické Sangerovy metody sekv@ni o¥tila spravnost Udéaj
ziskanych pyrosekvenaci. Po navrzeni dvojice pfimmo resekvenaci jsem zjistila, Zze
v amplikonu vymezeném navrzenymi primery je velkadentrace G + C p@abazi. Z tohoto
davodu jsem pro amplifikaci zvolila postup, ktery stejného dvodu pouzili u studia
dopaminového receptomRD4 Niimi et al. (2001) a Ito et al. (2004). Zvolenggtup ved|
k usgsné amplifikaci pozadovaného fragmentu a vzorkyy bygsekvenovany pomoci
kapilarni elektroforézy. Vyhodnoceni sekvenci poditer, Ze mutace detekované pomoci
pyrosekvenace se shoduji s vysledky resekvenaoeotdaisti u vSech testovanych jedinc
Pro charakteristiku délkového polymorfismu v ohile8$5-866. nukleotidu gentiOXA10
pomoci kapilarni elektroforézy byla &soe navrzena dalSi dvojice primigrdiky které bylo
sekvenovanim mozno detekovati traizné genotypy v mutamim mis€, odpovidajici
velikostem ampliofi 0 délce 164 bp, 161 bp a 158 bp.

Uvedeny optimalizovany metodicky postup byl apligav na soubor
24 pyrosekvenovanych jediic soubor 12 kryptorchidnich jediic populaci 62 border
teriém, 65 border kolii a 68 bearded kolii. Z vysledk@ésti diplomové prace vyplyva, Ze
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vSichni zastupci testovaného vzorku populaci pleinerder teriér, border kolie a bearded
kolie byli bez ohledu na pohlavi z hlediska této tmee homozygotni bez delece 6 bp.
Vysledek genotypizace napovida tomu, Ze na vysélgog 855-860 v exonu 1 geRDXA10
ma vliv plemenna iislusnost jedince. Tuto dorémku potvrzuje i vysledek charakteristiky
pyrosekvenovanych fis plemene ¢eskoslovensky Bk, kde bylo ve vzorku pouhych
18 zastupt detekovano 7 jedirics mutovanou alelou v mésstudované delece. Na zaktad
zjisténych udaj se domnivam, Ze plemereskoslovensky Bk je nachylyjsi k vyskytu
deleniho polymorfismu v pozici 855-860. nukleotidu voexi 1 gentHOXA10

Z tabulky 27 ve vysledkovéasti prace vyplyva, Ze v souboru kryptrochidnidtinel
je patrny vyskyt délkového polymorfismu v néisttudované delece. Jsem si v3&kloma
toho, Ze pro fesrEjSi charakterizaci aifpadné potvrzeni souvislosti této mutace s vyskytem
kryptorchismu u ps by bylo nutné testovatétsi paet jedind se zmignym fenotypovym
projevem. Hodnoceny get zviat byl zavisly na ochétchovatel psi poskytnout vzorek
DNA ke genetickym analyzdm. Dle dostupné&decké literatury vSak nebyl vyskyt této
mutace u kryptorchidnich psloposud popséan. Jak u¢fd<olon et al. (1999) a Bertini et al.
(2004), pro wteni genetické podstaty kryptorchismuijehta rozsahlych studii tohoto i dalSich
geni. Myslim, Ze ziskané vysledky mohou slouzit jakotenal pro dalSi studium této
problematiky.

Urceni jednoznéné giciny kryptorchismu neni v s@asnosti u ps ani u lidi mozné.
Kryptrochismus je komplexni vada zZapnéna vzajemnym {fsobenim genetickych
a epigenetickych faktéra vlivem vrjSiho prostedi (Cox et al., 1978; Rothschild et al.,
1988; Amann a Veermachaneni, 2007; Foresta et2@08). Z divodu vysoké frekvence
vyskytu tohoto vrozeného defektu denych Ziv@&isnych druli vcetrg ¢lovéka pracuje
mnoho \deckych tyni na genetickych analyzach moznych kandidatnich u gen
pro kryptorchismus. Mezi tyto vyzkumy lzeiadit i tuto diplomovou praci, kteratipasi
originalni vysledky charakteristiky gétHOXA1Q INSL3 INHA aTIMP1 u psi.
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7 Zavér
Vysledky uvedené vtéto diplomové praciteg@stavuji pilotni experimenty

s pyrosekvenaci eukaryotnich gena Katetle genetiky a Slectiti FAPPZCZU v Praze.

Ziskané vysledky je mozné stn¢ shrnout do nasledujicich hiod

- Poddilo se oslovit gkteré majitele p% s diagnostikovanym kryptorchismem, aby se
zapojili do molekulars - genetického vyzkumu genetickych predispozic rauto

onemocgni

- Byly navrZzené takové primerové pary, pomoci ktergetpodélo uspssre amplifikovat
celé sekvence génHOXA1Q INSL3 INHA a TIMP1 Tato wdeckd hypotéza byla
potvrzena tim, Ze ziskané amplikonyélyn predpokladanou velikost a stasre
vysledky sekvenace potvrdily specifitu amplifikoyah fragmeni. Optimalizovany
metodicky postup pyrosekvenace umoznil cgamé stanoveni sekvendiznych gei
u Wwtsiho pd@tu jedindi. Metoda oznévani sekvenovanych amplikibppomoci MIDa

umoznila odhalit sekveni variabilitu analyzovanych ps

- Vysledky pyrosekvenace potvrdily hypotézu o vatigbivzniklé na zékladl mutaci
typu substituce, inzerce a delece, které se naghakédujicich¢astech geln Pomoci
pyrosekvenace byly zji&y rozdily ve vyskytu mutaci u studovanych geNejvyssi
frekvence mutaci byla zj&ta v exonovychtdastech gentHOXA1Q Naopak nejmén
polymorfni byl genTIMPL

- Metodou maximalni &ohodnosti byly konstruovany kladogramy, které
charakterizovaly sekveéni podobnosti nalezenych haplotypNejwtSi sekvenni
variabilita byla zjisna v 3-UTR oblasti gendNSL3 Tato vysoka variabilita bude
ziejm¢ zpasobena tim, Ze UTR oblasti rfedstavuji kédujici sekvence, a gasreé se

jednalo o nejdelSi sekvenovany usek.

- Nejwetsi variabilita kodujicich sekvenci byla nalezenaxenovécasti genuHOXA1Q
a proto bylo provedeno navrzeni specifickeho PCRkera pro detekci 6 resp. 3 bp

delece v pozici 855.
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Vyskyt delece v exonovéasti genuHOXA10byl potvrzen resekvenaci. Navrzeny PCR
marker n&l charakter kodominantniho markeru, ktery odhatilately z hlediska
piitomnosti nebo negftomnosti a velikosti delece. Navrzeny PCR markeroinil
pomoci kapilarni elektroforézy charakterizovat &hilitu u kryptorchidnich a zdravych

psi.

VySe uvedeny marker vykazoval Znau plemennou speaifiost, u zdravych zastujpc
plemen border teriér, border kolie a bearded Kojia detekovana pouze homozygotni
sestava alel bez 6 bp delece. Heterozygotni korobifebp deletované alely ayodni
nemutované alely byla naopak zji$a ucasti populac€eskoslovenskych wéki, kteri

Kryptorchismem neti.

Skupina genotyfp psi s klinickymi pfiznaky kryptorchismu byla charakteristicka
vySSim vyskytem alely s deleci 6 bp. Utéto skupipsi byli zjiSténi jedinci

s bilateralnim kryptorchismem, kfébyli z hlediska 6 bp delece homozygotni.

Vysledky vyplyvajici z hodnoceni kryptorchidnich zdravych p8& navrzenym
markerem jednoziaé nepotvrdily, Ze 6 bp delece, ktera na drovni pkbtduranslace
zpisobuje ztratu dvou molekul glycinu,fquistavuje kauzali mutaci @gobujici

Kryptorchismus.

Doporuéeni vyuZiti ziskanych vysledk v dalSim vyzkumu genomu psa:

Vzhledem k tomu, Ze posledni hypotéza nebyla jedaio# potvrzena, je mozné
doporu«it, aby informace tykajici se variability exonovyaasti gei HOXALQ
INSL3 INHA a TIMP1 byly nadale studovany, a to zejména Vv souvislosti

s fenotypovym hodnoceningtgiho mnozstvi pss giznaky kryptorchismu.

89



8 Seznam pouzité literatury

Amann, R. P., Veeramachaneni, D. N. R. 2007. Crgpidism in common eutherian
mammals. Reproduction. 133 (3). 541 — 561.

Anand-lvell, R., Ivell, R. 2014. Insulin-like faagt® as a monitor of endocrine disruption.
Reproduction. 147 (4). 87 — 95.

Anderson, C. L., Brown, C. J., 2002. Variability & chromosome inactivation: effect
on levels of TIMP1 RNA and role of DNA methylation. Human Geneticd0X3),
271 - 278.

Baumans, V., Dijkstra, G., Wensing, C. J. 1983. fidie of a non—androgenic testicular
factor in the process of testicular descent indibg. International Journal of Andrology.
6 (6). 541 — 552.

Bertini, V., Bertelloni, S., Valetto, A., Lala, RForesta, C., Simi, P. 2004. Homeobox
HOXA10 gene analysis in cryptorchidism. Journal of pediaéndocrinology and
metabolism. 17 (1). 41 — 45.

Burger, H. G., Igarashi, M. 1988. Inhibin: defioiti and nomenclature, including related
substances. Endocrinology. 122 (4), 1701 — 1702.

Cannistraci, C. V., Ogorevc, J., Zorc, M., Ravdsj,Dovc, P., Kunej, T. 2013. Pivotal role
of the muscle-contraction pathway in cryptorchidissmd evidence for genomic
connections with cardiomyopathy pathways in RASieat BMC Medical Genomics.
6 (5).

Cassata, R., lannuzzi, A., Parma, P., De LorenzRéretti, V., Perucatti, A., lannuzzi, L., Di
Meo., G. P. 2008. Clinical, cytogenetic and molacevaluation in a dog with bilateral
cryptorchidism and hypospadias. Cytogenetic and o®en Research, 120 (1-2),
140 — 143.

90



Cox, V. S., Wallace, L. J., Jessen, C. R. 1978aAatomic and genetic study of canine
cryptorchidism. Teratology. 18 (2). 233 — 240.

Dostal, J. 2007. Genetika a Slegfitplemen ps. DONA s. r. o Ceské Budjovice. 261 s.
ISBN: 8073221047.

Emmen, J. M., McLuskey, A., Adham, I. M., Engel,,\@&rootegoed, J. A., Brinkmann, A. O.
2000. Hormonal control of gubernaculum developmehiring testis descent:
gubernaculum outgrowth in vitro requires both inslike factor and androgen.
Endocrinology. 141 (12). 4720 — 4727.

Ferlin, A., Simonato, M., Bartoloni, L., Rizzo, @ettella, A., Dottorini, T., Dallapiccola, B.,
Foresta, C. 2003. ThelNSL3LGR8/GREAT ligand-receptor pair in human
cryptorchidism. The Journal of Clinal Endocrinologgnd Metabolism. 88 (9).
4273 — 4279

Foresta, C., Zuccarello, D., Garolla, A., Ferlin, 2008. Role of hormones, genes,
and environment in human cryptorchidism. EndocReeiews. 29 (5). 560 — 580.

Gehring, W. J., Hiromi, Y. 1986. Homeotic Genes @&hd Homeobox. Annual Review
of Genetics. 20. 147 — 73.

Gharizadeh, B., Norberg, E., Loffler, J., Jalal, Bollemar, J., Einsele, H., Klingspor, L.,
Nyrén, P. 2004. Identification of medically impartafungi by the Pyrosequencing
technology. Mycoses. 47 (1-2), 29 — 33

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

95 - 98.

Heyns, C. F. 1987. The gubernaculum during testratiéscent in the human fetus. Journal
of Anatomy. 153. 93 — 112.

91



Holland, P.W. 2013. Evolution of homeobox genesileW Interdisciplinary Review:

Developmental Biology. 2 (1). 31 — 45.

Huse, S. M., Huber, J. A., Morrison, H. G., Sogw, L., Welch, D. M. 2007. Accuracy
and quality of massively parallel DNA pyrosequegci@enome Biology. 8 (7). 143.

Hutson, J. M., Hasthorpe, S., Heyns, C. F. 199atédmical and functional aspects
of testicular descent and cryptorchidism. EndocResiews. 18 (2). 259 — 280.

Chatterjee, S., Pal, J. K. 2009. Role 6f&nd 3-untranslated regions of mRNAs in human
diseases. Biology of the Cell. 101 (5). 251 — 262.

Chowdhury, F., Chowdhury, A. 2012. Pyrosequencimgn-alternative to traditional Sanger
sequencing. American Journal of Biochemistry andotd&ihnology. 8 (1),
14 - 20

International Human Genome Sequencing Consortiud®4 2 Finishing the euchromatic
sequence of the human genome. 431 (7011). 931.— 945

Ito, H., Nara H., Murayama, M. I., Shimada, M. Kgshimura, A., Ueda, Y., Kitawa, H.,
Takeuchi, Y., Mori, Y., Murayama, Y., Morita, Mwasaki, T., Ota K., Tanabe, Y., Ito,
S. 2004. Allele frequency Distribution of the Camibopamine Receptor D4 Gene
Exon Il and 1 in 23 Breeds. Journal of Veterindgdical Science, 66 (7). 815 — 820.

Jarvie, T. 2005. Next generation sequencing teduymes. Drug Discovery Today:
Technologies. 2 (3). 255 — 260.

Jukes, T. H., Cantor, C. R. 1969. Evolution of pmotmolecules. Academic Press. New York.
21 -132.

Kawakami, E., Tsutsui, T., Yamada, Y., Yamauchi, M84. Cryptorchidism in the dog:

Occurrence of cryptorchidism and semen quality he tryptorchid dog. Japanese
Journal of Veterinary Science, 46 (3). 303 — 308.

92



Kawamura, K., Kumagai, J., Sudo, S., Chun, S. ¥amka, M., Morita, H., Toppatri, J., Fu,
P., Wade, J. D., Bathgate, R. A., Hsueh, A. J. 26@4acrine regulation of mammalian
oocyte maturation and male germ cell survival. Pedlings of the National Academy
of Sciences of the United States of America. 1®).(1323 — 7328.

Kaye, J., Boddington, P., de Vries, J., Hawkins, ahd Melham, K. 2010. Ethical
amplications of the use of whole genome methodsnedical research. European
Journal of Human Genetics. 18 (4). 398 — 403.

Khanna, C., Lindblad-Toh, K., Vail, D., London, Bgrgman, P., Barber, L., Breen, M.,
Kitchell, B., McNeil, E., Modiano, J. F., Niemi,,SComstock, K. E., Ostrander, E.,
Westmoreland, S., Withrow, S. 2006. The dog asnaeramodel. Nature
Biotechnology. 24 (9). 1065 — 1066.

Kimura, M. 1980. A simple method for estimating kxmnary rate of base substitutions
through comparative studies of nucleotide sequedoesnal of Molecular Evolution.
16 (2). 111 — 120.

King, R. C., Stansfield, W. D., Mulligan, P. K. ZR0A dictionary of genetics. Oxford
Uneversity Press. New York. 596 s. ISBN: 1001952376

Kircher, M., Kelso, J. 2010. High-throughput DNAgsencing — concepts and limitations.
Bioessays. 32 (6). 524 — 536.

Klonisch, T., Fowler, P. A., Hombach-Klonisch, S002. Molecular and genetic regulation
of testis descent and external genitalia developnigavelopmental Biology. 270 (1).
1-18.

Kolon, T. F., Wiener, J. S., Lewitton, M., Roth, B., Gonzales, E. T., Lamb, D. J. 1999.

Analysis of homeobox gen&élOXA10 mutations in cryptorchidism. The Journal
of Urology. 161 (1). 275 — 280.

93



Larson, G., Karlsson, E. K., Perri, A., Webster, M. Ho, S.Y., Peters, J., Stahl, P. W.,
Piper, P. J., Lingaas, F., Fredholm, M., Comst#ck:., Modiano, J. F., Schelling, C.,
Agoulnik, A. ., Leegwater, P. A., Dobney, K., VignJ. D., Vila C., Andersson, L.,
Lindblad-Toh, K. 2012. Rethinking dog domesticatidny integrating genetics,
archeology, and biogeography. Proceedings of thaoiNs&l Academy of Sciences
of the United States of America. 109 (23). 8873883

Lindblad-Toh, K., Wade, C. M., Mikkelsen, T. S.,d&son, E. K., Jaffe, D. B., Kamal, M.,
Clamp, M., Chang, J. L., Kulbokas, E. J. 3rd., Zddy C., Mauceli, E., Xie, X., Breen,
M., Wayne, R. K., Ostrander, E. A., Ponting, C.®alibert, F., Smith, D. R., De Jong,
P. J., Kirkness, E., Alvarez, P., Biagi, T., BrogmW., Butler, J., Chin, C. W., Cook,
A., Cuff, J., Daly, M. J., De Caprio, D., Gnerre, Grabherr, M., Kellis, M., Kleber,

M., Bardeleben, C., Goodstadt, L., Heger, A., Hiie Kim, L., Koepfli, K. P., Parker,
H. G., Pollinger, J. P., Searle, S. M., SutterBN.Thomas, R., Webber, C., Baldwin, J.,
Abebe, A., Abouelleil, A., Aftuck, L., Ait-Zahra, MAIldredge, T., Allen, N., An, P.,
Anderson, S., Antoine, C., Arachchi, H., Aslam, Ayptte, L., Bachantsang, P., Barry,
A., Bayul, T., Benamara, M., Berlin, A., Bessefle, Blitshteyn, B., Bloom, T., Blye,
J., Boguslavskiy, L., Bonnet, C., Boukhgalter, Brown, A., Cahill, P., Calixte, N.,
Camarata, J., Cheshatsang, Y., Chu, J., CitroenCbllymore, A., Cooke, P., Dawoe,
T., Daza, R., Decktor, K., De Gray, S., Dhargay,Dboley, K., Dooley, K., Dorje, P.,
Dorjee, K., Dorris, L., Duffey, N., Dupes, A., Egbmolen, O., Elong, R., Falk, J.,
Farina, A., Faro, S., Ferguson, D., Ferreira, Bhdt, S., FitzGerald, M., Foley, K.,
Foley, C., Franke, A., Friedrich, D., Gage, D., l&ar M., Gearin, G., Giannoukos, G.,
Goode, T., Goyette, A., Graham, J., GrandboisGlaltsen, K., Hafez, N., Hagopian,
D., Hagos, B., Hall, J., Healy, C., Hegarty, R.ndo, T., Horn, A., Houde, N., Hughes,
L., Hunnicutt, L., Husby, M., Jester, B., Jones,Kamat, A., Kanga, B., Kells, C.,
Khazanovich, D., Kieu, A. C., Kisner, P., Kumar, Mance, K., Landers, T., Lara, M.,
Lee, W., Leger, J. P., Lennon, N., Leuper, L., lieey S., Liu, J., Liu, X., Lokyitsang,
Y., Lokyitsang, T., Lui, A., Macdonald, J., Majax., Marabella, R., Maru, K.,
Matthews, C., McDonough. S., Mehta, T., Meldrim Melnikov, A., Meneus, L.,
Mihalev, A., Mihova, T., Miller, K., Mittelman, RMlenga, V., Mulrain, L., Munson,
G., Navidi, A., Naylor, J., Nguyen, T., Nguyen, Nguyen, C., Nguyen, T., Nicol, R.,
Norbu, N., Norbu, C., Novod, N., Nyima, T., Olangt, O'Neill, B., O'Neill, K.,
Osman, S., Oyono, L., Patti, C., Perrin, D., Phamigh P., Pierre, F., Priest, M.,

94



Rachupka, A., Raghuraman, S., Rameau, R., RaRaymond, C., Rege, F., Rise, C.,
Rogers, J., Rogov, P., Sahalie, J., SettipalliSBarpe, T., Shea, T., Sheehan, M.,
Sherpa, N., Shi, J., Shih, D., Sloan, J., SmithSparrow, T., Stalker, J., Stange-
Thomann, N., Stavropoulos, S., Stone, C., Ston&ykes, S., Tchuinga, P., Tenzing,
P., Tesfaye, S., Thoulutsang, D., ThoulutsangT®¥pham, K., Topping, I., Tsamla, T.,
Vassiliev, H., Venkataraman, V., Vo, A., Wangchtik, Wangdi, T., Weiand, M.,
Wilkinson, J., Wilson, A., Yadav, S., Yang, S., 4aiX., Young, G., Yu, Q., Zainoun,
J., Zembek, L., Zimmer, A., Lander, E. S. 2005. @ra sequence, comparative
analysis and haplotype structure of the domestic Nature. 438 (7069). 803 — 819.

Mahood, K. I., McKinnell, C., Walker, M., Hallmarly., Scott, H., Fisher, J. S., Rivas, A,
Hartung, S., Ivell, R., Mason, J. l., Sharpe, R.2006. Cellular origins of testicular
dysgenesis inrats exposed in utero to di (n-bupyijhalate. International Journal
of Andrology. 29 (1). 148 — 154.

Mardis, E. R. Next-generation DNA sequencing meth@®08. Annual Review of Genomics
and Human Genetics. 9. 387 — 402.

Margulies, M., Egholm, M., Altman, W. E., Attiya,,3Bader, J. S., Bemben, L. A., Berka,J.,
Braverman, M. S., Yi-Ju, Ch., Zhoutao, Ch., Dew8ll,B., Lei, D., Fierro, J. M.,
Gomes, X. V., Goodwin, B. C., Wen, H., HelgesenChun, H. H., Irzyk, G. P., Jando,
S. C., Alenquer, M. L. I, Jarvie, T. P., Jirage, B, Jong—Bum, K., Knight, J. R.,
Lanza, J. R., Leamon, J. H., Lefkowitz, S. M., Mihg Jing, L., Lohman, K. L., Hong,
L., Makhijani, V. B., McDade, K. E., McKenna, M.,RMMyers, E. W., Nickerson, E.,
Nobile, J. R., Plant, R., Puc, B. P., Ronan, M.Roth, G. T., Sarkis, G. J., Simons, J.
F., Simpson, J. W., Srinivasan, M., Tartaro, K. Ramasz, A., Vogt, K. A., Volkmer,
G. A, Wang, S. H., Yong, W., Weiner, M. P., Perguy, Y., Begley, R. F.
and Rothberg, J. M. 2005. Genome sequencing in aperofabricated high density
picoliter reactors. Nature. 437 (7057). 376 — 380.

Marino, G., Zanghi, A. 2013. Activins and inhibinexpression and role in normal
and pathological canine reproductive organs: a emevi Anatomia, histologia,
embryologia. 42 (1). 1 — 8.

95



McGinn, S., Gut, I.G. 2013. DNA sequencing — spagnthe generations. New
Biotechnology. 30 (4). 366 — 372.

Miller, N. A., Van Lue, S., J., Rawlings, C., A.@0 Use of laparoscopic-assisted
cryptorchidectomy in dogs and cats. Journal ofAheerican Veterinary Medical
Association. 224 (6). 875 — 878.

Nef, S, Parada, L. F. 1999. Cryptorchidism in minatant forINSL3 Nature Genetics.
22 (3), 295 - 299

Nei, M., Kumar, S. 2000. Molecular Evolution andyRigenetics. Oxford University Press.
New York. 352 s. ISBN: 0195135849

Niimi, Y., Murayama, M. I., Kato, K., Matsuura, NMurayama, Y., Ito, S., Momoi, Y.,
Konno, K., Iwasaki, T. 2001. Breed Differences ilefe Frequency of the Dopamine
Receptor D4 Gene in Dogs. The Journal of Here8Ry(5), 433 — 436.

PospiSilova, S., Tichy, B., Mayer, J. 2009. Sekvéné lidského genomu — Technologie nové
generace aneb budeme rutinsekvenovat lidské genomy@asopis |ék&i ceskych.
148. 296 — 302.

Pritchard, D. J., Korf, B. R. 2007. Zaklady |&kleé genetky. Galén. Praha. 182 s.
ISBN: 9788072624492.

Purdue, M. P., Graubard, B. I., Chanock, S. J. grobe, M. V., Erickson, R. L., McGlynn,
K. A. 2008. Genetic variation in the inhibin pathyeand risk of testicular germ cell

tumors. Cancer Research. 68 (8). 3043 — 3048

Richards, R. 1.; Sutherland, G. R. 1997. Dynamictation: Possible mechanisms
and significance in human disease. Trends in Bimite Sciences. 22 (11). 432 — 436.

Roche. 2012a. emPCR Amplification Method Manualib-I. GS Junior Titanium Series.
454 Life Sciences Corporation. (7). 0312.

96



Roche. 2012b. Rapid Library Preparation Method M&nGS Junior Titanium Series. 454
Life Sciences Corporation. (5). 0312.

Roche. 2012c. Sequencing Method Manual. GS Jurnitanilim Series. 454 Life Sciences
Corporation. (6). 0312.

Ronaghi, M., Uhlén, M., Nyrén, P. 1998. A sequegcimethod based on real-time
pyrophosphate. Science. 281 (5375). 363 — 365

Rothschild, M. F., Christian, L. L., Blanchard, WW988. Evidence for multigene control
of cryptorchidism in swine. Journal of Heredity. (29. 313 — 314.

Rozen, S., Skaletsky, H. 2000. Primer3 on the WWAN dgeneral users and for biologist
programmers. Methods in Molecular Biology. 132. 36536.

Scott, M. P. 1993. A rational nomenclature for gbrate homeobox (HOX) genes. Nucleic
Acids Research. 21 (8). 1687 — 1688.

Shenker, N. S., Huynh, J., Farmer, P. J., Hutsavl, 2006. A new role for androgen
in testicular descent: permitting gubernacular paliferation in response
to the neuropeptide, calcitonin gene—related pepfidurnal of Pediatric Surgery.
41 (2). 407 — 412.

Schwarz, R., Dayhoff, M. 1979. Matrices for detegtdistant relationships. ships. Atlas of

protein sequences. National Biomedical Researchdation. 353 — 358.

Sinclair, A. H., Berta, P., Palmer, M. S., HawkidsR., Griffiths, B. L., Smith, M. J., Foster,
J. W., Frischauf, A. M., Lovell-Badge, R., Goodfs#l, P. N. 1990. A gene
from the human sex-determining region encodes &ipravith homology to
a conserved DNA binding motif. Nature. 346 (62210 — 244.

Snustad, D. P., Simmons, M. J. 2009. Genetika. Mkega Univerzita. Brno. 894 s.
ISBN: 9788021048522.

97



Stein, L. D. 2004. Human genome: end of the begomriNature. 431 (7011). 915 — 916.

Smarda, J., Dostal, J., P&k, R., Rizickova, V., Koptikova, J. 2005. Metody molekularni
biologie. Masarykova Univerzita. Brno. 194 s. ISBIN8021038411

Tamura, K. 1992. Estimation of the number of nutitEosubstitutions when there are strong
transition-transversion and G + C-content basededltar Biology and Evolution. 9.
678 — 687.

Tamura, K., Stecher, G., Peterson, D., Filipski, Wumar, S. 2013. MEGAG6: Molecular
Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0. MolesuBiology and Evolution. 30.
2725 - 2729.

Thompson, J. D., Higgins, D. G., Gibson, T J. 19Q4USTAL W: improving the sensitivity
of progressive multiple sequence alignment throsglquence weighting, position-
specific gap penalties and weight matrix choiceclbic Acids Research. 22 (22).
4673 — 4680.

Truong, A. Bogatcheva, N. V., Schelling, C., Do,., Agoulnik A. I. 2003. Isolation
and Expression Analysis of the Canine Insulin—Likactor 3 Gene. Biology
of Reproduction. 69 (5). 1658 — 1664.

Tsiatis, A. C., Norris—Kirby, A., Rich, R. G., HafeM. J., Gocke, C. D., Eshleman, J. R.,
Murphy, K. M. 2010. Comparison of Sanger Sequendhgosequencing, and Melting
Curve Analysis for the Detection of KRAS MutationBiagnostic and Clinical

Implications. The Journal of Molecular Diagnostit2.(4). 425 — 432.

Vu, T. H., Werb, Z. 2000. Matrix metalloproteinaseffectors of development and normal

physiology. Genes and Development. 14 (17). 212333.
Wang, Y., Barthold, J., Kanetsky, P. A., CasalundvgPearson, E., Manson, J. 2007. Allelic

variants in HOX genes in cryptorchidism. Birth daferesearch. Part A, Clinical and

molecular teratology. 79 (4). 269 — 75.

98



Weiss, P. a kol. 2010. Sexuologie. Grada Publish?ngha, 724 s. ISBN: 9788024724928

Yuan, F. P., Lin, D. X., Rao, C. V., Lei, Z. M. 20QCryptorchidism in LhrKO animals and
the effect of testosterone-replacement therapy. &fuReproduction. 21 (4). 936 — 942.

Zhao, X., Du, Z. Q., Rothschild, M. F. 2010. An@sgation study of 20 candidate genes with
cryptorchidism in Siberian Husky dogs. Journal QfirAal Breeding and Genetic.
127 (4). 327 — 331.

Zimmermann, S., Steding, G., Emmen, J. M. A., Bmakn, A. O., Nayernia, K.,
Holstein, A. F., Engel, W., Adham, I. M. 1999. Tated Disruption of theNSL3Gene

Causes Bilateral Cryptorchidism. Molecular Endoaiagy. 13 (5). 681 — 691.

Zak, P. 2009. Nové mozZnosti v sekvenovani — sekwer@S-FLX. Labor Aktuell. 09 (3).
27 - 31.

99



9 Seznam pouzitych zkratek
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ddNTP
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emPCR

FAPPZCZU

FSH
FXH
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adenin

americky buldog

alanin
aminokyselina

Bayesian Information Criterion

border kolie

bolaisky psik

paet pafi bazi v molekule nukleové kyseliny

border teriér

cytosin

citiva kamera pro snimani&elnych signal (z angl. Charge-Coupled
Device®)

chodsky pes
cekoslovensky dak

dideoxynukleotid (obe&hn

xenoestrogen diethylstilbestrol
deoxyribonukleova kyselina
gen kédujicdynamin 1

deoxynukleotid (obe&h

gen kbédujictlopaminovy receptor D4
dlouhosrsty vipet

disodné 8l kyseliny etylendiamintetraoctové

emulzni polymerazo@tezova reakce (z angl. Emulsion Polymerase Chain
Reaction)
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folikuly stimulujici hormon
forxteriér hladkosrsty

guanin

receptor hormontNSL3(z angl.G protein-coupled Receptor Affecting Testis
descent
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HOXA10
INHA
INSL3
IUPAC
JC
K2+G
KR
KRAS
LAB
MEGA
MID
MRNA
NGS
PAP
PCR

PPi
Primer F
Primer R
PRT
SHE
SHI
SMRT

SNP
SOD1
T

T92
Taq
TBE
TIMP1
MMPs
UTR
Val

genHomeobox A10

gen kodujicinhibin alfa

gen kédujicinhibin-like factor 3

International Union of Pure and Applied Chstry

statisticky model JC (Jukes a Cantor, 1969)

statisticky model K2 + G (Kimura 1980)

kryptorchidni jedinec

onkogerKirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog
labrador retriever

Molecular Evolutionary Genetics Analysis
specificky identifikator (z angl. Multiplex khtifier)

messenger RNA, téZ mediatorova nebo infédmhRNA
sekvenovani nové generace (z angl. New-Gémei@equencing)
papillon

polymerazovéetzova reakce (Polymerase Chain Reaction)
pyrofosfat

pimy primer

zptny primer

parson russell teriér

Seltie

shih-tzu

sekvenovani jednotlivych molekul DNA v reélnéase (z angl. Single
Molecule Real-Time sequencing)

jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Seblucleotide Polymorphism)
gen kédujicsuperoxid dismutazu 1

thymin

statisticky model T92 (Tamura, 1992)

termostabilni polymeraza pochéazejici z Theragusticus
tris-boratovy pufr (Sambrook et al., 1989)
genMetallopeptidase inhibitor {Tissue Inhibitors of Metalloproteinase)
matrixové metaloproteinazy

negekladana oblast mRNA (z angl. Untranslated Region)

valin
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Priloha 1 — Fotodokumentace vybranych krok pyrosekvenace

Pyrosekvenéator GS Junior System (Vejl, 2013)

Separace kulek s navazanymi molekulami DNA (Vejl, 2013)
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PIréni pikotitratni destéky (PicoTiterPlate)iznymi typy kulgtek (Vejl, 2013)

Pohled na umishi PTP-cartridge a umisti optickéhocipu pro snimani stelného
signalu CCD kamerou (Vejl, 2013)
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Priloha 2 — Pufry a roztoky pouzité ¥ gelové elektroforéze

Vzorkovy pufr (Sambrook et al., 1989)
- 0,25 % bromfenolové moid sodné 8l (Serva, SRN)
- 0,25 % xylencyanolové méd-F (Sigma, USA)
- 15,0 % ficolu (Sigma, USA)
- vSe rozpustit ve sterilni 2x deionizovangH

- uchovéavat fi 4°C

10xTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
- 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
- 10 mM EDTA (Sigma, USA)

- uchovavat i 4°C

1XTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
- naedit 10xTBE pufr 1x deionizovanou,8

- uchovéavat i 4°C

Zasobni roztok ethidium bromidu (Sambrook et al., $89)
- 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
- 1 ml sterilni 2x deionizované,B
- pii pfipraw a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- uchovavat ve tipii teplog 4°C

Elektrodovy pufr
- 1500 ml 1xTBE
- 75l zasobniho roztoku ethidium bromidu
- pii pfipraw a manipulaci pracovat v ochrannych rukavicich

- pufr je uten pro okamzité pouziti.
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1x TE Sambrook et al., 1989)
- 10 mM Tris (pH 8) (Sigma, USA)
-1 mM EDTA (Sigma, USA)

- pufr byl gipravovan jako 10x koncentrovany zasobni roztok

Poznamka: Veskeré operace s roztoky a gely, které obsathigiam bromid, je nutno

provadt vzdy v ochrannych latexovych rukavicich.
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