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Molekularni markery mutaci genu FGF5 zodpovédnych za
dlouhou srst u plemene ¢eskoslovensky vicak a moZnosti
jejich aplikace v plemenitbé

Souhrn

V diplomové praci byla feSena problematika kauzalnich mutaci genu Fgf5, které ovliviuji
délku srsti u modelové populace ¢eskoslovenskych vic¢aki

Gen Fgf5 ma tii dobie zmapované exony a velmi dlouhé sekvence intronti. U Canidae je
lokalizovan na chromozomu 32. Gen Fgf5 je exprimovan v podob¢ proteinu FGF3, jehoz funkci
je regulace rastu chlupového folikulu a vlasového vladkna. Mutaci v genu Fgf5 dochazi
ke zméné potadi aminokyselin, a tim konformaéni zméné proteinu FGFS5, ktery tak ztraci svou
funkci, nasledkem ¢ehoz dochazi k nadmérnému ristu vlasovych vlaken. Gen Fgf5, spole¢né
S kauzalnimi mutacemi, které maji za nasledek efekt prodluzovani délky vlasového vldkna, byl
popsan u mnoha zivocisnych druhti.

Plemeno ¢eskoslovensky vi¢ak ma standardné kratkou srst, a mutace genu Fgf5 ma za
nasledek nestandardni dlouhou srst. V poslednich letech se v populaci ceskoslovenského vicaka
rodi vice §ténat s dlouhou srsti nez v minulosti. Z téchto diivodu bylo plemeno oznaceno jako
vhodna modelova populace pro detekci kauzalnich mutaci v genu Fgf5.

Ceskoslovensky vI¢ak je mladé plemeno, u kterého je podrobné zpracovana
rodokmenova databaze. V této databdzi je moZno dohledat rodokmeny jednotlivych linii az
Kk piivodnimu kiizeni karpatského vlka s némeckymi ov¢aky, o kterych se predpoklada, ze byli
potencionalnimi nosi¢i mutace. Tento piedpoklad byl ovétovan vylouc¢enim mutace genu Fgf5
jako mutace de novo.

Pro analyzu bylo pouzito 185 fen a 198 psti plemene Ceskoslovensky vI¢ak, ve véku 1-
251 mésici, z riznych zemi.

Pro analyzu byla vyuzita genomickd DNA z buné€k bukalnich sliznic. Na zéklad¢ znamé
genomické sekvence Canis lupus familiaris byly navrzeny dva molekularni markery
umoziujici  detekci  substituéni mutace FGF5:c.284G>T a indelové mutace
FGF5:¢.145_150dupACCAGC. Byla potvrzena kauzalita obou mutaci. Bylo prokazano, ze
Ceskoslovensti vicaci nesouci substituéné mutovanou alelu soucasné nenesou 6 bp duplikaci

v exonu 1 genu Fgf5.



Vysledky genotypizace byly zpracovany z hlediska popula¢ni genetiky. Byla stanovena
pozorovana a o¢ekavana heterozygotnost. Koeficient inbreedingu z pohledu mutaci genu Fgf5
byl stanoven jako velice nizky. Z dat molekularni a populacni analyzy byla stanovena prognoza
vyvoje frekvence mutované alely v populaci. V ptipadé uplné selekce vaci recesivnim
homozygotim se ma dle této progndzy frekvence mutované alely snizovat. Pro pokles
frekvence mutované alely na 1 % bude zapottebi alespon 83 generaci uplné selekce.

Pomér vyskytu mutované a nemutované alely byl statisticky hodnocen pomoci ¥ testu,
s cilem odhalit vliv stafi, pohlavi a pivodu hodnocenych zvirat na segregaci téchto alel. Tato
statistickd analyza odhalila, Ze na hladiné¢ vyznamnosti 0=0,05 existuji rozdily v poméru
mutované a nemutované alely mezi vytvofenou kategorii ¢eskych a slovenskych psii a kategorii
psu pochazejicich z ostatnich zemi.

Ziskana molekularni data byla porovnana s genealogickymi zdznamy V mezinarodni
databazi plemene ceskoslovensky vi¢ak. Na zdklad€é srovndvaci analyzy byla potvrzena
hypotéza, ze s vysokou pravdépodobnosti je donorem mutované alely genu Fgf5 jediny
zastupce plemene némecky ov¢ak (Bojar vom Schoterrhorf), ktery se podilel na vzniku

plemene.

Kli¢ova slova: Canis lupus familiaris, ¢eskoslovensky vi¢ak, délka srsti, FGF5, fibroblastovy

rustovy faktor 5, genotypizace



Molecular markers of FGF5 gene mutations responsible
for long hair in the Czechoslovakian Wolfdog breed and
their application in breeding

Summary

The issue of causal mutation in gene Fgf5, which affect the length of coat in model
population of the Czechoslovakian Wolfdog, was studied in this diploma thesis.

Gene Fgf5 has three well mapped exons and long sequences of introns. In the Canidae
family is this gene located on chromosome 32. Gene Fgf5 is expressed in the form of protein
FGF5, which has regulation effect on the hair follicle and hair strand development. Mutation in
gene Fgf5 leads to change of amino acids, which leads to change of protein conformation and
loss of his regulation function, and the hairs uncontrollably grow. Gene Fgf5, along with casual
mutations leading to prolonging the hair strand, was observed and described among many
species.

The Czechoslovakian Wolfdog breed has standard short hair and the mutation in gene
Fgf5 leads to nonstandard long hair. More long-haired dogs were born in the population of the
Czechoslovakian Wolfdog in past few years. According to those facts was this breed pointed
as suitable model population for the gene Fgf5 causal mutation detection.

The Czechoslovakian Wolfdog is a young breed with well sustained genealogy
database. In this database is possible to find the bloodline of specific dog ancestries up to the
original breeding of the Carpathian wolf and the German Shepherd. The German Shepherd is
considered as potential bearer of the mutation. This assumption was verified by eliminating the
de novo status of the mutation.

185 females and 198 males of the Czechoslovakian Wolfdog in age 1-251 months from
different countries was used for the analysis.

For the molecular analysis genomic DNA, obtained from buccal mucous membrane
cells, was used. Molecular markers for detecting the substitute mutation FGF5:¢.284G>T and
the indel mutation FGF5:¢.145 150dupACCAGC were designed based on knowledge of gene
sequence in Canis lupus familiaris. The causality of both mutations was confirmed. It was also
confirmed, that the Czechoslovakian Wolfdog is bearer of those mutation, moreover the bearer
of allele with substitute mutation lack the 6 bp duplication in exon 1 of gene Fgf5.

The results of genotyping were observed from the population genetics view. The
observed and expected heterozygosity was set, along with the coefficient of inbreeding which



was calculated as low for the Fgf5 mutation. Prognosis of the mutated allele frequency
development was set from the molecular and population data. According to this prognosis the
frequency of mutated allele will decrease in the presence of strong selection against recessive
homozygotes. For decrease of the mutated allele frequency on 1 % would be needed 83
generations of strong selection.

The ratio of mutated and non-mutated allele occurrence was statistically evaluated by
the y? test, to detect the influence of age, gender and country of origin on the allele segregation.
This statistic analysis, with significance level a=0,05, proved existence of mutated and non-
mutated allele ratio differences between adjusted category of Czech and Slovakian gods and
the category of dogs from other countries.

Obtained molecular data were compared to the genealogy records from international
databases of the Czechoslovakian Wolfdog. The hypothesis of only one potential ancestral
bearer of the Fgf5 mutated allele was confirmed by the comparative analysis. The anticipated
German Shepherd (Bojar vom Shcoterrhorf) participated on the origin of the Czechoslovakian
Wolfdog breed.

Keywords: Canis lupus familiaris, Czechoslovakian Wolfdog, hair length, FGF5, fibroblast
growth factor 5, genotyping
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1 Uvod

Ceskoslovensky vl¢ak byl jako oficidlni plemeno uznan vroce 1989 mezinirodni
kynologickou federaci a zatazen do skupiny 1. Ov¢acéti a honacti psi, sekce 1. — ov¢acti psi
s pracovni zkouskou. Po zaniku Ceskoslovenska pfevzala plemeno Slovenska republika.

Vzhled ceskoslovenského vicaka je fenotypove velmi podobny karpatskému vlku, jehoz
ktizeni s némeckym ov¢akem dalo v roce 1955 vzniknout tomuto plemeni.

Jednim z hodnocenych znaki, pro zafazeni do chovu, je i srst. Netypicka srst, odliSna od
specifikované v plemenném standardu ceskoslovenského vicdka, je divodem pro vyfazeni
z chowvu.

Netypickou srsti je i srst dlouha, coz je zpisobeno mutaci v genu Fgf5, jehoz protein
inhibuje rast chlupového folikulu a vlasového vlédkna. Pii mutaci dochédzi k zaméné poradi
aminokyselin vysledného FGF5 proteinu, a tudiz jeho nespravné funkci. Vysledkem je
nestandardné¢ dlouhd srst.

Tato mutace byla poprvé pozorovana u mysi, a v pribéhu let popsana a detekovana u
mnoha dalSich zivoc¢isnych druhd.

Jelikoz mutace vykazuje recesivni autozomalni dédi¢nost, a nachazi v jedné z exonovych
sekvenci genu, které jsou u genomu psa velmi dobie zmapované, byla tato mutace spole¢né
s dalsimi polymorfismy navrZzena jako mozné genové markery pro urceni genotypu
ceskoslovenského vi¢éka.

Vyskyt recesivnich homozygoti s dlouhou srsti je maly, tudiz je i nizkd segregace
recesivni alely. Jak jiz bylo zminéno, ¢eskoslovensky vicdk ma svym fenotypem piipominat
vlka, v€etné kratké srsti. Z toho se usuzuje, ze mutovanou alelu vnesl do populace jeden
v némeckych ovcaki parentalni generace, kiiZzeny s vlkem.

Z mezinarodnich genovych databazi jsou volné dostupné sekvence genomu, spole¢né
s vybranymi publikacemi o metodach analyzovani pfislusnych gent.

Tato témata byla zpracovana v literarni reSerSi, a nasledné byla vypracovéana vlastni
metodika molekularni detekce mutace genu Fgf5 zodpovédné za dlouhou srst u
ceskoslovenského vi¢aka. Soucasné byly tyto mutace vyuzity jako markery pro zjisténi

genotypu vybérového souboru 383 ¢eskoslovenskych vI¢aki.



2 Védecka hypotéza a cil prace

2.1

Védecké hypotézy

Pted vypracovanim diplomové prace byly stanoveny védecké hypotézy na zékladé

aktualnich poznatkii o kauzalnich mutacich v genu Fgf5, ktery prokazateln¢ ovlivituje rist

chlupovych folikull a vlasového vldkna u mnoha zivocisnych druhti. Vyslovené hypotézy jsou

shrnuty v nasledujicich bodech:

2.2

Dlouhd srst u plemene ceskoslovensky vi¢ak vykazuje recesivni dédi¢nost a je
podminéna vyskytem nékteré z doposud popsanych kandidatnich mutaci v genu Fgf5,
ktery koduje fibroblastovy rlstovy faktor 5. Substituéni a inseréné — dele¢ni mutace
maji charakter umoznujici navrzeni vysoce specifickych kodominantnich markert,
prostiednictvim kterych Ize identifikovat alelické kombinace.

Frekvence vyskytu recesivniho znaku dlouhé srsti je v populaci ceskoslovenskych
vicakt velmi nizka. Lze tedy predpokladat, Ze ancestralni mutovana alela pochazi
Z jednoho konkrétniho némeckého ovcaka, ktery byl vyuzit pfi vzniku plemene, tudiz
je hypotetickym donorem kandidatni mutace.

Plemeno ceskoslovenského vicdka je pomérné mladé s velmi dobfe zmapovanymi
rodokmeny jednotlivych linii pouzitych pti plemenitbé¢. Proto 1ze pfedpokladat moznost
vybéru modelové populace ceskoslovenskych vicakli se zndmym genotypem,
fenotypem a rodokmenem, prostiednictvim které bude mozno zpétné identifikovat

donora mutované alely genu Fgf5.

Cile prace

Cile diplomové jsou zaméteny na potvrzeni ¢i vyvraceni hypotéz uvedenych v ptedchozi

kapitole 2.1. Tyto cile jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

Na zaklad¢ piedchozich studii a molekularnich dat databaze NCBI navrhnout primery
pro amplifikaci exonu 1 genu Fgf5. Na ziskanych reprezentativnich sekvencich
detekovat kandidatni mutace popsané u jedinct s dlouhou srsti, a ty pak nésledné
porovnat se sekvencemi jedinct se standardni délkou srsti.

Mutace FGF5:¢.284G>T je typicka pro ovCacka plemena psi. Na zakladé téchto
znalosti navrhnout specificky PCR-RFLP.

Navrhnout specificky In/Del marker pro mutaci FGF5:¢.145_150dupACCAGC



Genotypizace vybérového souboru populace ceskoslovenského vi¢dka, minimalné o
velikosti 300 jedincli, za vyuziti navrzenych markert a nasledna charakterizace
vybérového souboru prostiednictvim statistickych a populaéné genetickych parametri.
Prostfednictvim ziskanych dat a znamych fenotypi odhalit genealogickou studii
potencionalniho donora mutovanych alel genu Fgf5.

Navrzeni metodiky pro eliminaci vyskytu mutované alely bez vyznamného snizeni

genetické variability plemene.



3 Literarni resSerse

3.1 Ceskoslovensky vl¢ak

Pocatek plemene Ceskoslovenského vic¢éka je datovan do roku 1955, kdy Ing. Karel Hartl
zapocal vyzkum kiizeni karpatského vlka a némeckého ovcéka. V roce 1958 byli Gspésné
odchovani prvni kiizenci vykazujici fenotypové znaky vlka, coz vedlo k myslence o vyslechténi
nového pracovniho plemene.

Odchov filidlnich generaci a jejich nasledné kiizeni s nepiibuznymi jedinci plemene
némecky ovcak vedlo ke sniZzeni zastoupeni vi¢iho genotypu na 6,25 % ve ctvrté filidlni
generaci.

Do roku 1983 vzniklo n€kolik linii nového plemene, nasledna plemenitba probihala
pouze Vv uzaviené populaci. Meziliniovi kiiZzenci byli oznacovani jako cesky vicak.

Ceskoslovensky vI¢ak byl uznan jako narodni plemeno v roce 1982 tehdejsim Federalnim
vyborem chovatelskych svazii CSSR. Plemenny standard byl schvalen mezinarodni
kynologickou federaci (FCI) v roce 1989 a potvrzeni uznani plemene se uskutecnilo v roce

1999 (Hartl et Jedlicka, 1996).
3.1.1 Linie a plemenitba

Prvni linie ¢eskoslovenského vicaka byla zaloZena vi€ici Britou a némeckym ovéakem
Cézarem z Biezového héje, ktera dala vzniknout ¢tyfem filidlnim generacim kiizencu.

Druha linie vicice Brity a némeckého ovéaka Kurta z Vaclavky dala vzniknout dvéma
filidlnim generacim kiiZenci.

Tteti linie vznikla spojenim vlka Arga s fenou némeckého ovéaka Astrou z SNB, ktera
dala vzniknout dvéma filidlnim generacim kiizencu.

Dalsi line vznikly piilitim krve, a to konkrétné pafenim vlka Sarika s potomky
predchozich kfizeni, jmenovité s fenou Xelou z Pohrani¢ni straze a Urtou z Pohraniéni straze.

Nedodrzenim chovného programu doslo v letech 1982-1983 Kk vyraznému zvySeni
ibredniho koeficientu, kdy bylo 77 % slovenskych vrhit odchovano po plemeniku Rep
Z Pohrani¢ni straze.

Pro udrzeni ptirozené struktury populace bylo uskute¢néno kryti vi¢ice Lejdy némeckym
ovcakem Bojarem von Schoterrhof. Z prvni filidlni generace byl vybran pes Kazan, ktery byl

nasledné¢ vyuzit v plemenitb¢ ¢eskoslovenskych vicaki (Hartl et Jedlicka, 1996).



3.1.2 Genotyp

Vyzkum genotypu probihal sekvenovanim genu kodujicim amelogenin z mtDNA,
gonozomalnich a autozomalnich mikrosatelitt ziskanych ze vzorkia Ceskoslovenskych v1daka,
Némeckych ov¢aki a Karpatskych vlki. Navzdory malé efektivni velikosti populace je
inbreedni koeficient nizky, pfedpoklada se, ze jde o nasledek introgrese heterozygotnich vi¢ich
alel. Genotyp jedinci Ceskoslovenského vi¢aka vykazuje vyraznou podobnost s genotypy
Némeckého ovcéaka i1 Karpatského vlka, coz ukazuje na plisobeni efektu zakladatele a
genetického driftu v pribéhu plemenitby. Introgrese vicich alel do genomu ceskoslovenského
vicaka je vSak limitovana, s mnohem vyssim podilem genomu Némeckého ovcaka, v dasledku

opakovaného zpétného kiizeni (Smetanova et al., 2015).

3.1.3 Plemenny standard

Dle plemenného standartu ¢. 322 mezindrodni kynologické federace je pozadovany
vzhled jedinct ptfijimanych do plemenitby piesné stanoven. Celkovy vzhled musi byt pevného
konstituéniho typu a stavbou téla, osrsténim a barvou srsti pfipominat vlka. Pozadované
vlastnosti na osrsténi jsou rovna a uzaviena srst, zna¢n¢ odlisnd zimni a letni srst, kdy v zimé
prevlada mohutna podsada vytvarejici s vrchni Kryci srsti husté osrsténi celého téla. Srst musi
pokryvat bficho, vrchni ¢ast stehen, Sourek, vnitini ¢ast ucha, meziprsti a krk. Barva srsti musi
byt zlutoSed4 az stiibroSeda s charakteristickou svétlou maskou. Srst na spodni ¢asti krku a
piedni hrudi je rovnéz svétla. Jednou z vad, ktera jedince vyluCuje z chovu je i1 oteviena a
netypickd srst s jinym nez standartnim zbarvenim, ale 1 dlouhd srst typickd pro napiiklad

némeckého ovéaka (1999).

3.2 Délka srsti

3.2.1 Vyvoj chlupového folikulu

Vyvoj chlupového folikulu je vysledkem interakce neuroektodermu a mesodermu,
rozdélované do faze indukce, organogeneze a bunééné diferenciace. Proces rozmistovani a
diferenciace je fizen interakci samouspotéadajiciho se gradientu inhibitora a aktivujicich latek,
ustaleny koZni epitelem a mezenchymem. Vliv inhibitort ristu je dominantni a pro dalsi vyvoj
je nutna CasteCna blokace jejich antagonisty. Indukéni fibroblast, vznikajici kondenzaci
mezenchymu, ptebird kontrolu nad naslednou organogenezi a diferenciaci epitelidlnich bun€k

(Schmidt-Ullrich et Paus, 2005).



Klastry specializovanych koznich bunc¢k v pfimém kontaktu s epidermalni vrstvou
stimuluji rast koznich zarode¢nych bunék a vznik chlupového folikulu, oddéleného od pokozky
membranou bohatou na mezibunéénou hmotu a ristové faktory (Jahoda et al., 1984). Kozni
papila, ktera se stane soucasti baze folikulu, roste smérem dovniti spole¢né s folikulem. Folikul
se stava plné funkéni ve chvili, kdy se vlasova cibulka pftiblizi ke spodni vrstvé skary. Baze
folikulu se dé€li a dcefiné bunky se terminalné diferencuji v rostouci vlasové vlakno (Kishimoto
et al., 2000).

Cyklus vyvoje chlupového folikulu je rozdé€len do tii fazi: anagen, katagen a telogen. Na
fizeni procestt a prechodii do jednotlivych fazi se podili mnoho signalnich molekul jako
fibroblast ristovy faktor FGF5 a EGF, transformujici riistovy faktor (TGF — B), p53 a p75
receptor neurotrophinu (Orr - Urtreger et al., 1991) (Philpott et al., 1994).

Ptechody jednotlivych fazi jsou fizeny signalnimi kaskadami aktivovanymi receptory pro
rastovy faktor, Ras — Raf — MEK — MAPK (Johnson, 2002) a PI3K — PDK1 — Akt (Datta et al.,
1999).

Faze anagen je prvni fazi cyklu chlupového folikulu. Jiz vzniklé folikuly jsou dlouhé a
velmi rovné. Bunky vlasového vldkna terminalné diferencuji, vytlacuji organely a spojuji se
keratinovymi filamenty bohatymi na cystein (Lavker et al., 2003).

Prechod do faze katagen je specifikovana zpomalenim diferenciace bun¢k a postupnym
zanikem chlupového folikulu. Pfechod do faze katagen se miZze liSit svym nacasovanim dle
oblasti na téle, pticemz nejcastéji postupuje od kranialni oblasti smérem kaudalné (Alonso et
al., 2005).

Faze katagen je dynamickym pfechodem mezi vyraznou proliferaci a diferenciaci bunék
Vanagenu a znatelnym utlumem téchto procesit ve fazi telogen. Dochédzi k apoptdze
epitelidlnich bunék vlasové cibulky a jejiho ukotveni. Po utlumeni veskerych procesu nastava
faze telogen, kterd mize skoncit vypadnutim vlasového vldkna— exogen (Miiller-Rover et al.,
2001).

Obnoveni cyklu je mozno diky rezervé koznich zarode¢nych buné¢k a signalizaci Wnts a
shh (Gat et al., 1998) (Callahan, 2004).

3.2.2 Epidermalni ristovy faktor EGF

Receptor pro epidermalni rtistovy faktor se nachazi v kiizi a chlupovém folikulu a podili
se na jeho vyvoji jako soucast proliferujicich epitelidlnich komponentti, av§ak neni pfitomen na
vrcholu rostouciho folikulu ve fazi anagen. Vystaveni nové narozenych mySi EGF vede

k opozdéni vyvoje chlupového folikulu, sniZeni ¢etnosti ristu srsti a priméru vlasového vlakna.
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Pti dodate¢ném podéani EGF dochézi k ztencovani, hyperkeratinizaci a hyperproliferaci ktize.
U hybridt s ¢aste¢né odbouranymi receptory pro EGF jsou prokézany defekty pii vyvoji
vlasového vlakna. Jedinci se spontanni mutaci v genu pro receptor EGF a TGF a vykazuji
podobny fenotyp charakterizovany vlnitou srsti, zakroucenymi hmatovymi vousky,

neorganizovanymi vlasovymi folikuly a hypoplasticitou kiize (Hansen et al., 1997).

3.3 Folikularni ristovy faktor FGF

Folikularni rastovy faktor je polypeptid ovliviujici chovani buiky pomoci
transmembranovych tyrosin kindzovych receptor (FGFR). Velikost FGF se pohybuje mezi o
velikosti 17-34 kDa svelmi konzervativni centralni doménou 120-130 aminokyselin,
usporddanych do 12 B skladanych listd tvoficich dohromady trojuhelnikovou formaci.
Navazanim proteinu na dimericky FGFR za pfitomnosti heparansulfat proteoglykanu dochazi
k transfosforylaci a aktivaci vnitrobunécnych signalnich kaskad (Ras/MAPK, PI3K/Akt a
PLCy/PKC) (Oulion et al., 2012). Vétsina FGF ma N-determinujici signalovy peptid (Itoh et
Ornitz, 2004).

Fgf genova rodina zahrnuje zatim 23 znamych gent. Fgfl a Fgf2 jsou odpovédné
za stimulaci proliferace fibroblastu (Miyamoto et al., 1993). Spole¢né s dal§imi faktory se vSak
podileji i na stimulaci a inhibici mnoha dalSich bunék vcetné svalovych (Clegg, 1987).

Fylogenetické studie vSech savéich Fgf gend, nasledovana studii proteostoma,
deuterostoma a baculoviridae vedla k rozdéleni Fgf genové rodiny do osmi skupin. Podskupina
A zahrnuje ortology Fgfl a Fgf2. Podskupina B s ortology Fgf3, 7, 10 a 22. Podskupina C
s ortology Fgf4, 5 a 6. Podskupina D s ortology Fgf8, 17, 18 a 24 u obratlovcu ale i Egl — 17,
Pyr a Ths u protostoma. Podskupina E s ortology Fgf9, 16 a 20, ale také Let-756 u nematod.
Podskupina F s ortology Fgfll, 12, 13 a 14. Podskupina G s ortology Fgfl5/19, 21 a 23.
Posledni podskupina H je vyhrazena pro specifické Fgf ¢lenovct a specifické viry ¢lenovcet
(Oulion et al., 2012).

Vliv rlstového faktoru FGF na vyvoj vlasového folikulu a vlasového vldkna byla

prokazan u mnoha zivo€isnych druhi.



3.3.1 Fgf5 u mysi (Mus musculus)

Mutaci ovliviiujicich produkei srsti jiz bylo identifikovano mnoho, avsak vétsSing ptipada
abnormalniho vyvoje srsti, véetn¢ vypadavani, byla oznacena jako strukturni vada vlasového
folikulu (Green et Couchman, 1984).

U mys$i Srecesivni mutaci v genu pro regulaci rustu (angora go) Se vyskytovala
abnormalné dlouha srst bez zjevnych strukturalnich vad. Délka srsti byla tedy pfipisovana dobg,
po kterou byly folikuly ve fazi aktivni produkce (Pennycuik et Raphael, 1984).

Vyskyt Fgf5 mRNA byl prokazan na riznych mistech v riznych stadiich ontogeneze.
V mySim embryu byla nalezena na pocatku gastrulace pouze v oblasti embryondlniho
ektodermu (Hébert et al., 1990). V dalsim vyvoji pak v somatickém myotomu a prekurzorech
specifickych kosternich svali (Goldfarb et al.,, 1991). V dospélosti je Fgf5 MRNA
detekovatelna v mise a hipokampu (Haub et al., 1990).

Substitu¢ni vektor, s vloZzenych genem pro rezistenci proti neomycinu a fosfoglycerat
kinazou 1 (Pgk1) jako promotorem, byl vlozen do genu Fgf5 na exonu 1 na chromozomu 5. To
vedlo k naruseni kodujici sekvence na pozici 113 bp a vzniku mnoha pied¢asnych termina¢nich
kodoni ve tfech Ctecich ramcich. Tento konstrukt byl vnesen elektroporaci do embryonalnich
kmenovych bunék, ze kterych byly nasledné vybrany G418 rezistentni klony. Pomoci PCR a
nasledné analyzy byly identifikovany amplikony vykazujici homologni rekombinace. Burnky
s homologni rekombinaci byly injikovany do blastocyst pro ziskani chimérickych mysi.
Heterozygotni potomci téchto mysi byli kiiZeni pro ziskani homozygotnich jedinci, u kterych
byla nasledné prokazana absence wild-type Fgf5. VSichni homozygotni jedinci s mutaci Fgf5"°
byli zdravi, fertilni, avSak se znatelné delsi srsti nez jedinci heterozygotni a wild-type (Hébert
etal., 1994).

Na koznich bunkach, pribézné odebiranych od narozeni do 24 dne po smrti, z wild-type
mysi byla provedena in situ hybridizacni analyza. Pozorované folikuly prochazely vsemi
fazemi rustového cyklu. Fgf5 mRNA vsak byla detekovana az v posledni fazi anagen VI, a to
ve spodni tfetiné vnéjsi pochvy vlasového folikulu. Malé mnozstvi Fgf5 mRNA bylo také
detekovano na bazi folikulu. V zadné jiné casti folikulu detekovana nebyla, a ani v naslednych
fazich cyklu. U mysi s mutaci v genu Fgf5 nebyla Fgf5 mRNA detekovana v zadné fazi cyklu.
Tim bylo prokazana funkce Fgf5 jakoZto regulatoru progrese vlasového folikulu (Hébert et al.,
1994).

Nasledné pokusy s ptimou injekci FGF5 do kiize potvrdily tyto zavéry a prokazaly ze

FGF5 nema vliv na tloust’ku Skary. Zaroven byla prokazana role FGFSS (kratsi verze proteinu



postradajici v sekvenci genu oblast exonu 2 a ¢ast exonu 3 jakozto vysledek alternativniho
sestiihu (Hattori et al., 1996)) jakozto antagonisty FGF5 (Suzuki et al., 2000).

3.3.1.1 Fgfi8

Sledovanim exprese gent z rodiny Fgf byla zjisténa mira exprese v riznych fazich vyvoje
vlasového folikulu. Nejsilnéjsi exprese byla pozorovana u genu Fgfl, 5, 7, 10, 13, 8 a 22. Fgf7
a 10 vykazovaly podobnou miru exprese s nejvyssi mirou ve fazi anagen V. Nejsilnéjsi exprese
Fgf5 a 22 byla pozorovana ve fazi anagen VI. Exprese Fgf18 byla nejvyssi ve fazi telogen
v bunikach wvnitini pochvy vlasového folikulu Vv blizkosti vlasové cibulky. Pozorovanim
mitogenniho efektu na vlasové folikuly byl zjistén vliv na DNA syntézu ve vlasovém folikulu,
papilarni buniky skary, fibroblasty, kozni keratinocyty a vaskularni buriky endotelu (Kawano et
al., 2005).

3.3.2 Fgf5 u psovitych (Canidae)

Délka srsti je jednim z mnoha morfologickych rozdili mezi odliSnymi plemeny psii, na
ktery maji vliv zejména dva autozomalni major geny (Dawson, 1934) (Little, 1934). Alela pro
kratkou srst je dominantni. Pokusem s kiizenim dlouhosrstych kokrSpanéla a kratkosrstych
basenji byla prokazano, ze alela pro dlouhou srst je recesivni (Scott, 1964).

U jinych plemen byl zjistén lokus, kde je alela pro dlouhou srst dominantni a fixovana
Vv genotypu. Jedna se zejména o dlouhosrsta plemena typu dlouhosrsty pudl. Odli$na délka srsti
oproti plemennému standardu plemene piedstavuje problém pro chovatele, a vétSinou je i
diuvodem pro vytazeni jedince z chovu, pokud je délka srsti neslucitelna s ptivodnim téelem
chovu plemene (Housley et Venta, 2006).

Sekvenovanim amplikontit DNA zastupci nékolika typicky kratkosrstych i dlouhosrstych
plemen, byla ziskana sekvence genu Fgf5 obsahujici tii exony. To bylo potvrzeno i amplifikaci
Fgf5 mRNA pomoci reverzni transkriptazy. Dva fragmenty se vsak lisily svou velikosti o 104
bp, jakozto vysledek dvou alternativnich sestfihl. Pfi porovnani exonu 2 a 3 mezi kratkosrstymi
a dlouhosrstymi plemeny nebyl pozorovan rozdil, av§ak u exonu 1 byly objeveny rozdily ve
dvou sekvencich (Housley et Venta, 2006).

Prvnim byla 6 bp duplikace ACCAGC v pozici 145-156 bp u delsi alely. Nasledna
translace predpokladala zdvojeni aminokyselin treonin a serin.

Druhym rozdilem byl SNP G>T na pozici 284 bp, ktery vede po translaci k zdméné
cysteinu za fenylalanin. VSichni testovani homozygotni zastupci dlouhosrstych plemen nesli

mutaci 284G>T na obou alelach (Housley et Venta, 2006).
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U nekterych dlouhosrstych plemen (afgansky chrt, eurasier, samojed a sibifsky husky)
neni fenotyp podminén mutacemi pozorovanymi v piedchozi studii Housley et Venta (2006).
Ctyfi dal$i mutace v genu Fgf5 byly objeveny opakovanou sekvenaci cDNA s nékolika
ptilehlymi introny. Prvni z mutaci byla transverze T>A na pozici 8193 lokalizovana v intronu
1. Tti nasledné mutace jsou lokalizovany v kodujici oblasti genu Fgf5 na exonu 3. Delece 16
bp na pozici mezi 556-571 a duplikace GG na pozici 559-560 vedou k posunuti ¢teciho ramce
s pfedCasnym termina¢nim kodonem. Tranzice C>T na pozici 578 zpusobuje zaménu alaninu
za valin a tvofi nové misto pro Stépeni, které vSak neni vyuzivano, ale zabranuje St€peni exonu
2 (Dierks et al., 2013).

Pomoci genotypovani byly objeveny mutace ovliviiujici celkovy fenotyp srsti v nékolika
variantach. Plemena s drsnou srsti nesou inzerci 167 bp v genu Rspo2, ktery spoleéné s Wnt
aktivuje P katenin podilejici se na vyvoji vlasového folikulu. Tato inzerce ovliviiuje miru
exprese genu. V kombinaci s mutaci Krt71 (SNP Arg — Trp) byl prokazan u jedinci s drsnou
zakroucenou srsti. Kombinace mutaci Rspo2 a Fgf5 byla prokazana u dlouhosrstych jedinca
s jemnou srsti. U dlouhosrstych plemen s vinitou srsti byla pozorovana kombinace mutaci Fgf5
a Krt71. Kombinace vSech tfi mutaci byla pozorovéana u dlouhosrstych plemen s vinitou srsti a
daldich osrsténim hlavy. Zadna ztéchto mutaci nebyla nalezena v testovanych vlcich a

kratkosrstych plemenech (Cadieu et al., 2009).

3.3.3 Fgf5 u kocky domaci (Felis silvestris f. catus)

U kockovitych je dlouha srst recesivnim znakem. Studii cDNA a pomoci RT-PCR byly
ziskdny dva alternativné sestfihané fragmenty. Komparativnim sekvenovanim cDNA a
genomické DNA dlouhosrstych i kratkosrstych plemen byly objeveny &tyfi nesynonymni
polymorfismy v kodujici sekvenci Fgf5 (Drogemiiller et al., 2007).

Nonsense mutace na pozici 194C>A byla nalezena u homozygotnich zastupcii plemen
somalské, perské, ragdoll, mainské myvali kocky a kiizencl. Kosegregace této mutace byla
prokézéna u dvou rozdilnych plemen. Tato mutace byla prokézéana jako kauzalni pro fenotyp
dlouhé srsti. U mainskych myvalich kocek byla nalezena v kombinaci s mutaci 194C>A i
delece T na pozici 474, ktera zpisobuje posunuti ¢teciho ramce. U kratkosrstych kocek nebyla
nalezena tato mutace viibec nebo pouze v jedné z alel. (Drégemiiller et al., 2007).

Dalsi mutace v exonu 1 genu Fgf5 na pozici 182T>A zpisobuje zaménu valinu za
kyselinu asparagovou, a byla nalezena pouze u norskych lesnich ko¢ek (Drogemiiller et al.,
2007).
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Posledni nalezenou mutaci byla nonsense mutace na pozici 475A>C. U nékterych plemen
byla asociovana s moznosti ovlivnéni délky srsti, avSak byla nalezena i u homozygota
kratkosrstého plemene, proto byl vyloucen jeji mozny vliv na délku srsti (Drégemiiller et al.,
2007).

Genovou sekvenaci bylo objeveno 10 dalsich SNP. Pouze ¢tyfi z nich byly povazovany
za signifikantni. Prvni z nich byl nalezena u neptibuznych zastupct plemene ragdoll v podobé
inzerce T na pozici 356 zpisobujici posunuti ¢teciho ramce. U norskych lesnich kocek byla
nalezena substituce C>T na pozici 406 v exonu 2, coz vede k zaméné kodénu pro arginin za
predcasny termina¢ni kodon. Byly i potvrzeny delece T na pozici 474 a substituce A>C na

pozici 475. VSechny mutace jsou autozomalné recesivni (Kehler et al., 2007).

3.3.4 Fgf5 u sudokopytniki (Cetartiodactyla)

3.3.4.1 Ovce Merino

U plemene Merino je délka srsti hlavnim ekonomickym zajmem. Pomoci RT-PCR byl
amplifikovan gen Fgf5 z cDNA a byly ziskany dva ruzné dlouhé useky. Fgf5 a Fgfbs (kratsi
fetézec podléhajici alternativnimu sestfihu), odpovidajici kodujici sekvenci mRNA. Exprese
genu Fgf byla prokazana ve vSech vzorcich tkani kromé ledvina plic, s nejvyssi expresi Fgf
Vv kosternich svalech. Oproti tomu Fgfs mRNA byla slabé exprimovana pouze v mozku, sleziné
a kizi. Sekvenaci amplikon§ bylo objeveno 72 polymorfismi, z ¢ehoz pouze dva SNP byly
v kédujici oblasti. Substituce G>A na pozici 369 exonu 1, vedouci k nahrazeni alaninu
threoninem a substituce C>G na pozici 21029 exonu 3 vedouci k zaméné leucinu za valin. Zbylé
zjisténé polymorfismy jsou SNP v intronech, kromé jedné mutace typu In/Del v 3'UTG,
slouzici jako markery pro dalsi studie (Zhang et al., 2015).

3.3.4.2 Kasmirska koza

Klonovanim c¢cDNA genu Fgf5 byl ziskan fragment s otevienym ¢tecim ramcem.
Sekvence nukleotidl je z 99 % homologni s ovéi DNA. FGF5 polypeptid o velikosti 270 AMK
obsahuje jedno fosforylaéni misto pro cAMP a ¢cGMP dependentni protein kindzu, jedenact
fosforyla¢nich mist pro protein kinazu C, ¢tyfi fosforyla¢ni mista pro kasein kinazu II, jedno
amidacni misto, jedno misto pro N-glykosylaci, jedno fosforylacni misto pro tyrosin kindzu a
heparin vazajici ristovy faktor (Bao et al., 2015).

Kratsi transkript Fgf5s je produktem alternativniho sestiihu. Pomoci RT-PCR byla
detekovana Fgf5 a Fgf5s mRNA ve dvanacti vzorcich riznych tkani. Vysoka exprese Fgf5
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mRNA byla zjisténa v mozku, bachoru a ktizi. Exprese Fgf5s mRNA byla prokazana u vzorka
srdce a kiize. Exprese obou mRNA je proménnd v pritbéhu ristového cyklu vlasovych folikuli.
Ve fazi katagen prevazuje exprese Fgfbs a ve fazi telogen pak exprese Fgf5. Nejnizsi exprese

obou mRNA byla zji$téna ve fazi anagen (He et al., 2014).

3.3.4.3 Lama alpaka

U lamy alpaky se vyskytuji dva fenotypy viny. Huacaya vlna je charakterizovana
pevnym, jemnym a vlnitym vlaknem. Suri vina je del$i, rovna a leskla. Ob¢ isoformy genu Fgf5
(Fgf5 a Fgf5s) se vyskytuji v genotypu lamy. V sekvenci genu Fgf5 byla nalezena bodova
mutace C>T na pozici 499, ktera vytvaii predCasny terminacni kodon. Mezi cDNA jedinct obou
fenotypy nebyly detekovany polymorfismy v kodujicich sekvencich ani ve 3'UTG oblasti
(Pallotti et al., 2018).

3.3.5 Fgf5 u osla (Asinus)

Sekvenaci genomu dlouhosrstych a kratkosrstych plemen osli byla objevena recesivni
mutace In/Del dvou bazi AT na pozici 433-444, zptsobujici posunuti ¢teciho ramce. Dale pak
recesivni substituéni mutace G>A. Ob¢ mutace vedly k vzniku pted¢asnych terminaénich
kodont. Fenotyp dlouhé srsti odpovidal ptitomnosti In/Del mutace v obou alelach, i pfi
kombinaci In/Del a substituéni mutace. VSechna kratkosrsta plemena nesla wild-type alelu

alespon v jedné kopii (Legrand et al., 2014).

3.3.6 Fgf5 u slonovitych (Elephantidae)

Sekvenaci vSech tii exonl ze vzorkd tii druht slonti (slon africky — Loxodonta africana,
slon indicky — Elephas maximus a slon pralesni — Loxodonta cyclotis) byla ziskana sekvence
genu Fgf5, ktera byla nasledné porovnana se sekvenci DNA mamuta (Mammuthus
primigenius). V sekvencich genu Fgf5 slonti nebyly nalezeny vyznamné polymorfismy, avsak
pii porovnani s mamuti DNA byla objevena mutace v promotoru a substituci A>G na pozici
790. Ani jedna z téchto mutaci neovlivnila potfadi aminokyselin v peptidu, z ¢ehoz bylo
vyvozeno, ze v DNA slonli i mamutl se vyskytuje funkéni gen pro protein FGFS5. Z téchto
vysledkii bylo usouzeno, ze mutace v genu Fgf5 neni pficinou délky a hustoty osrsténi u

mamutl a rozdill srsti u Zijicich zastupcii slonovitych. Kandidatnimi geny jsou geny pro keratin

a keratin asociovany protein (KRTAP) (Roca et al., 2009).
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3.3.7 Fgf5 u kytovcu (Cetacea)

Studie prokazaly piimy vliv genu Fgf5 na délku osrsténi terestrickych savci, ze kterych
evolu¢né pochazi i vodni savci. V kiizi kytovet dochédzi k vyznamné expresi genu pro osrsténi
(Hr), ktery koéduje zinc finger transkripéni faktor o velikosti ptiblizn¢ 130 kDa. Kodovany
protein ma transkripcni korepresivni funkci ovliviujici nukledrni receptory zahrnujici receptory
pro hormon thyroid (TR), kyselinu retinovou o (RORa) a vitamin D (VDR). Represe téchto
receptorti hraje dulezitou roli v regulaci specifickych genli zapojenych do morfogeneze
vlasového vlakna a cyklus vlasového folikulu. Gen Hr ptisobi zejména pti prechodu bunék do
prvniho cyklu vyvoje vlasového folikulu, jelikoZ pii jeho absenci se zcela zastavi riist viasového
vlakna, coz vede k dédi¢né absolutni alopecii (Chen et al., 2013).

Porovnani genu Hr terestrickych savcil a vybranych kytovcii neobjevilo zddné markantni
rozdily. Nebyly pfitomny zaddné mutace posunujici ¢teci ramec ani piedCasné terminacni
kodoény. Byly vSak nalezeny delece a zmény poradi aminokyselin Vv dilezitych funkcnich
doménach v genu kytovcei. Studii genomi spole¢nych piedkii vybranych kytovcei bylo zjisténo,
ze gen Hr u kytovcl vykazuje zna¢ny polymorfismus v oblastech vysoce konzervativnich u
terestrickych savcl. Na zakladé tohoto zjisténi se predpoklada, ze Hr gen u kytovcd se pod
selek¢énim tlakem stal pseudogenem (Chen et al., 2013).

Gen Fgf5 u kytoved vykazoval vysoce konzervativni oblasti v exonu 2 a 3, stejné jako u
savcl, a nebyla zde nalezena Zadna mutace zplsobujici posunuti cteciho ramce, ¢i pfedcasny

termina¢ni kodon (Chen et al., 2013).

3.3.8 Fgf5 u kura domaciho (Gallus gallus f. domestica)

U ptakh je FGF nesekre¢ni protein s nizkou pravdépodobnosti vyskytu signalniho a
kotviciho peptidu. Vlozeni lidského Fgf5 do ptac¢iho embrya pomoci virového vektoru vedlo ke
zvySeni proliferace fibroblastu v koncetinach, expanzi perichondria a pojivové tkdné ve vyvoji
kosterniho svalstva. Prvni exprese kurim vlastniho Fgf5 byla pozorovana ve stadiu HHS8
(Hamburger a Hamilton stadia embryonalniho vyvoje). Nejvyssi mira exprese byla pozorovana
ve vznikajici otické plakodé, pozd¢ji pak v neuralni trubici Bylo prokazano, ze FgfSu kura

domaciho ovliviiuje embryonalni vyvoj vnitiniho ucha (Kumar et Chapman, 2012).

3.3.9 Fgf5 u ¢lovéka (Homo sapiens sapiens)

Pomoci SNP genotypovani 14 homozygotnich jedincli, S prokdzanym syndromem
trichomegalie, byly objeveny mutace v genu Fgf5 na chromosomu 4. Delece G na pozici 459

intronu 2. Delece TA na pozici 159-160 exonu 1, ptisobici posunuti ¢teciho ramce pro oba
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proteiny (FGF5 a FGF5S). Substituce T>C na pozici 520 exonu 3 ma za nasledek zaménu
tyrosinu na histidin, coz ma negativni dopad na funkci FGF5. Jedinci s témito mutacemi maji
znacn¢ delsi fasy (8-12 mm) a znateln¢ delsi vlasova vlakna na rukach nez kontrolni jedinci.
Z4dna ztéchto mutaci nebyla nalezena v kontrolnich vzorcich jedincti bez syndromu
trichomegalie ze stejné etnické skupiny (Higgins et al., 2014).

Pomoci imunofluorescence byl prokazan vyskyt FGF5 ve vné&jsi pochvé vlasového
folikulu. Po vystaveni folikulu rekombinovanému proteinu FGF5 doslo k pfed¢asnému
vstoupeni folikulu do faze katagen a rychlejSimu rustu vlasového vlakna (Higgins et al., 2014).

Ze studii jasn€ vyplyva inhibi¢ni vliv FGFS5 na rist vlasového folikulu a vlakna. Mnohé
studie se proto zabyvaji ptirodnimi inhibitory FGFS5 jako moznosti 1é€by geneticky podminéné
predCasné ztraty vlasu. Jednou z latek vykazujici inhibi¢ni aktivitu vaéi FGF5 je extrakt
z kofene Krvavce totenu (Sanguisorba officinalis). In vitro vykazoval posilujici vliv na
multiplikaci bunék vné&jsi pochvy vlasového folikulu. In vivo nepodporoval rist, ale vyrazné
redukoval pocet folikulti ve fazi telogen. Pfi klinickych pokusech s kontrolni skupinou, které
bylo podavano placebo, bylo pozorovano snizeni vypadavani vlasti o 70 % u muzi i Zen v rané
fazi PHL (pattern hair loss), kterym byl podavan extrakt po dobu 16 tydnt (Burg et al., 2017).

Nizsi exprese genu Fgf5 byla prokézana u depigmentovanych vlasovych vladken (Choi et
al., 2011).

3.4 Moznosti molekularni detekce mutaci

3.4.1 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (dale jen PCR) slouzi k amplifikaci cilovych DNA
sekvenci. Templatem pro amplifikaci je ptivodni DNA, s cilovou sekvenci ozna¢enou primery.
Vysledkem reakce jsou syntetizované kopie piivodniho fragmentu, amplikony. Kazdy nové
syntetizovany amplikon se stava templatem pro dal$i syntézu. Opakovanou cyklickou
amplifikaci exponencialné nartistaji kopie ptivodniho fragmentu, coz je podstatou metody PCR.
Pro uskute¢néni syntézy je nutna ptitomnost nékolika komponenti. Plivodni DNA jako templat,
primery specificky komplementarni s po¢atkem (Forward primer) a koncem (Reverse primer)
cilové sekvence, DNA polymeraza (nejcastéji vyuzivana je Taq polymeraza separovana
z Thermus aquaticus), volné deoxynukleosid trifosfatazy vSech bazi (ANTP), roztoky chloridu
draselného (KCI) a chloridu hote¢natého (MgCl2) s pufracni funkci, hovézi sérovy albumin pro
stabilizaci reakce (BSA), ENHANCER a voda. PCR probiha v termocykleru (Clark et
Pazdernik, 2012).
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Primery potfebné pro oznaceni cilové sekvence na bazi komplementarity jsou k dohledani
ve volné pristupné mezinarodni databazi BOLDSystem (2018). Databaze je pravidelné
doplilovéana o nové primery, za souc¢asné kontroly stavajiciho obsahu vice nez 120 organizacemi
zZ celého svéta (Ratnasingham et Hebert, 2007).

PCR je rozdélena do Sesti zakladnich fazi. V pocatecni fazi iniciace dochazi k aktivaci
DNA polymerdzy jejim vystavenim vysoké teplot¢ po stanoveny Cas (uvedena vzdy v
ptiloZzeném protokolu konkrétni polymerazy), nejéastéji 94-98 °C na 1-9 minut. Faze
denaturace nasleduje po iniciaci a slouzi k poruSeni vodikovych miustki mezi
komplementarnimi bazemi, které udrzuji DNA ve spiralizované form¢. dsDNA je vystavena na
20-30 vtefin teploté 95-98 °C, ¢imz vznikaji molekuly ssDNA. Ve tieti fazi annealingu se
specificky navazuji primery, komplementarni k pfedem uréenym vazebnym mistim na ssDNA.
Annealing probiha 20-40 vtefin optimalné za teploty 50-60 °C. Nasleduje faze elongace, pfi
které jsou z volnych dNTP syntetizovana nova vlakna, komplementarni K templatu. Faze
elongace trva 1-2 minuty, pii teploté uvedené v protokolu pouzité polymerdzy (optimalni
teplota pro Taq polymerazu je 70-80 °C). Faze denaturace, annealingu a elongace se opakuje
ve 20-40 cyklech. Po ukonceni elongace posledniho cyklu nésleduje faze zavéreéné elongace,
kdy se produkty ponechaji po dobu 5-15 minut pii teplot¢ 70-74 °C, pro kompletni
dosyntetizovani vSech fragmentd. Zavére¢na faze pozdrzeni nema ¢asové omezeni. Dochazi ke
zchlazeni produkti amplifikace na 4-15 °C, pfi které se mize kratkodob& uchovavat piimo
v termocykleru, ktery udrzuje konstantni teplotu (Saiki et al., 1985) (Saiki et al., 1988).

Existuje mnoho metod zpracovavani, méfeni a vizualizace produktu amplifikace.
Nejcastéji vyuzivanym zpisobem je elektroforeticka separace nukleovych kyselin (viz kapitola

3. 4. 4. Elektroforeticka separace nukleovych kyselin na agar6zovém gelu).
3.4.2 Polymerazova retézova reakce a Stépeni restrikénim enzymem

Po vyhodnoceni sekvenace produktu PCR a stanoveni kandidatni sekvence hledané
jednobodové mutace SNP, je nutno dohledat pfislusny restrikéni enzym, Sté€pici danou
palindromatickou sekvenci.

Databaze enzymu, zna¢enych mezinarodné uznavanou nomenklaturou, a jim piislusnych
sekvenci je volné dostupna k dohledani prostiednictvim REBASE (2009). Databaze obsahuje
dostupné informace o restrik¢nich enzymech, palindromatickych sekvencich, které $té€pi a
komeréni dostupnosti jednotlivych enzymi. V soucasné dobé databaze zahrnuje pies 4 000

biochemicky a geneticky charakterizovanych restrikénich enzymt. V databazi jsou uvedeny
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odkazy na dalsi mezinarodni genové databaze, jako National Center for Biotechnology
Information-NCBI (2018), GenBank a PubMed (Roberts et al., 2009).

Pfitomnost mutace je potvrzena, pokud dany enzym rozstépi sekvenci v cilovém tripletu,
a da tak vzniknout dvéma kratSim sekvencim, coz je umoznéno vizualizovat nejcastéji pomoci
elektroforetickou separaci. Velikost fragmentli je porovnana s hmotnostnim standardem a

nasledn¢ odectena z elektroforeogramu (Roberts et al., 2001).
3.4.3 Znaceni prostirednictvim genetickych markera

Human Genom Project umoznil mapovani lidského genomu prostiednictvim jeho
sekvenace, a nasledny vznik mnoha genovych databazi (Beyer et al., 2007).

Radia¢né hybridizovana mapa genomu celedi Canidae zahrnuje ptes 720 markeru.
V pribéhu tvorby genomové mapy byly objeveny spojitosti mezi sekvencemi specifickymi pro
konkrétni choroby a zatim neznamymi polymorfnimi markery. Dale byly identifikovano pies
382 mikrosatelitni sekvence DNA specifickych pro ¢eled’ Canidae a chromozom-specifické
genetické markery. Prostfednictvim specifickych mikrosateliti byla RH mapa propojena
s mapou vazebnych skupin. Toto propojeni piineslo detailnéjsi pohled na genom Canidae

(Mellersh et al., 2000).

3.4.4 FElektroforeticka separace nukleovych kyselin na agar6zovém gelu

Princip elektroforetické separace spociva v separaci nukleovych kyselin dle velikosti.
Vyuzivd se zejména pii analytickych technikach: mapovani pomoci restrikénich enzymi,
stanovani velikost produkti PCR v bp, sekvenacni analyzy, zjisténi miry polymorfismu
Vv populaci; a dale pii preparativnich technikach: separace fragmenti pro obnoveni a klonovani.
(Brody et Kern, 2004) .

Elektroforetickd separace uplatiiuje princip pohybu zaporné nabitych nukleovych
kyselin v elektrickém poli smérem k anodé skrz agardzovy gel (polysacharid tvofeny
podjednotkami galaktéozy a 3,6-anhydrogalaktdzy), diky naruseni vodikovych mustka
elektrickym polem. Mensi molekuly Iépe prostupuji pory agarézového gelu rychleji a urazi tak
delsi vzdalenost, nez molekuly vétsi za stejny ¢as. Velikost vzorki je nasledné mozno odecist
porovnanim pozice fragmentu s GeneRuler (Lewis, 2015).

Hustota gelu se stanovuje v zavislosti na predpokladané velikosti produktt. Obecné

plati, ze ¢im mensi produkt, tim hustsi gel (Stellwagen, 2009).
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Hodnota napéti a Cas elektroforézy je stanovena na zaklade velikosti elektroforetické
vany (Lewis, 2015).

Vizualizace je zprostiedkovana pridanim ethydium bromidu (dale jen EtBr) do
agardzového gelu. EtBr je vysoce mutagenni latka, ktera umoznuje po vystaveni fragmenti UV
svétlu v UV Transiluminatoru jejich vizualizaci. Vysledky separace jsou zaznamenany
vV podob¢ elektroforeogrami. Alternativnim postupem hybridizace DNA s radioizotopy,
zaznamenani vysledkli néslednym umisténim fotografického papiru do blizkosti gelu,
popftipad¢ pfimé skenovani gelu detektorem, méficim  emise. Pro vizualizaci DNA molekul

v celych bunkach vyuzivano znaceni digoxigeninem (Alberts et al., 2015).
3.4.5 Sekvenace

Sekvenace je oznaceni metody, pouzivané k uréeni potadi nukleotidi SSDNA na principu
komplementarity se zkoumanym fragmentem DNA. Nejvyznamnéj$i metody sekvenace jsou
Maxam — Gilbertova metoda, Sangerova metoda, pyrosekvenovani a metody druhé a tieti
generace sekvenovani (Carlson, 2010).

Kvalita ziskaného produktu sekvenace je vyznamné ovlivnéna dodrzenim protokolu.
Vzorek DNA musi byt ¢isty, zbaven rezidui proteini, RNA a polysacharidi. Pied pfiddnim
reak¢ni smési je nutné, aby byl templat fadné vysuSen a piecistén ethanolem (Nucleics, 2016).

Maxam — Gilbertova metoda je zalozena na principu §tépeni fragmentu chemickymi
latkami Vv konkrétni sekvenci. Nevyhodou je vyuziti velkého mnoZstvi nebezpecnych
chemickych latek, jako radioaktivni izotop fosforu, dimetylsulfat, piperidin a hydrazin
(Carlson, 2010).

Sangerova dideoxy terminaéni metoda zahrnuje pouziti DNA polymerazy, spole¢né s 2,3-
dideoxynukleotidy (ddNTP’s), které na principu komplementarity tvofi parcialni kopie DNA
templatu urc¢eného k sekvenaci. Do reakéni smési jsou pridany ddNTP, a kazda baze je odlisena
navazanym barvivem. Tato smés je elektroforeticky separovana na kapilafe a prichod
fragmentli gelem je sniman kamerou, kterda zaznamenava barvu vSech frekvenénich pasem.
Ziskana data se uchovavaji a zpracovavaji poc¢itaovym softwarem (Alberts et al., 2015).

Pyrosekvenace vyuziva zakladni princip Sangerovy metody za pouziti DNA polymerazy.
Na rozdil od Sangerovy metody je navazani latek znacicich jednotlivé baze reverzibilni. Pro
znaceni jsou vyuzivany enzymy vykazujici bioluminiscenci, ktera je snimana a zaznamenavana
kamerou. Polymeraza vyuzivana pii pyrosekvenaci je Klenow DNA polymeraza, a
bioluminiscen¢ni enzymy jsou ATP sulfurylaza, luciferaza a apyraza. Detekce nukleotidu je
zalozena na uvolnéni pyrofosfatu z pfitomnych enzyml pii zabudovani nukleotidu, za
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soucasného uvolnéni zafeni. DNA. Metoda pyrosekvenace prozatim neni vhodna pro detekci
rozsahlych polymorfism, jelikoz je limitovana délkou sekvenovaného fragmentu (Ahmadian
et al., 2006).

Vyhodou nové generace sekvenovani (NGS) je zejména vysoka rychlost ¢teni potadi
nukleotidi. Tyto metody dokazi sekvenovat i DNA fragmenty bez nutnosti predchozi
amplifikace. Spolecnym bodem NGS je tvorba genomovych knihoven pied samotnou
sekvenaci. PoCet chyb pfi syntéze fetézce byl znateln¢ snizen, piesto stale prevysuje chybovost
Sangerovy metody, a jsou naro¢né z hlediska ukladani a zpracovani dat (Glenn, 2011).

454 GenomeSequencer FLX instrument vychazi z principu pyrosekvenace. Fragmenty
DNA jsou hybridizovany na specifické¢ adaptéry, které umoznuji navazani fragmentu na
substrat, kde jsou nasledné amplifikovany emulzni PCR. Denaturované amplikony jsou vlozeny
na opticka vlakna, vedouci svétlo. Platforma, na které sekvenace probihd, obsahuje stovky tisic
optickych vlaken, coz umoziuje pribéh nékolika paralelnich sekvenaci najednou. Cely prib¢h
reakce je zaznamendvan kamerou a nasledné vyhodnocen pocitacovym softwarem. Limitnim
faktorem je velikost sekvenovaného fragmentu, prozatim lze takto sekvenovat fragmenty o
velikosti 400-500 bp (Ansorge, 2009).

llumina (Solexa) genome analyzer metoda je zalozena na principu sekvenovani DNA
syntézou fragmentu s adaptérem. Volné terminacni nukleotidy s reverzibilné¢ navazanou
sondou, jsou zaclenovany komplementarné k ptivodnimu vladknu prostfednictvim specialni
DNA polymerazy. Adaptéry fragmentl se spaji s komplementarnimi adaptéry hybridizovanymi
na platformé. Po syntéze antiparalelniho vldkna se vodikové mustky mezi fragmenty rozpoji.
Nové vznikly fragment piebird funkci templatu a adaptér funkci primeru. Zaclenovanim
terminacnich nukleotidi zanika reverzibilni vazba sondy, pfi ¢emZ dochézi k emitaci svétla,
zaznamenavaného kamerou. Signdl je poté pieveden do digitdlni podoby a zpracovan
pocitatovym softwarem (Alberts et al., 2015).

Applied Biosystems ABI SOLID metoda zahrnuje vyuziti emulzni PCR. Konce
fragmentt jsou hybridizovany s adaptéry a dsDNA denaturovana na ssDNA. Takto upravené
fragmenty jsou naneseny na sklenénou plochu. Na adaptér je nasledné hybridizovan primer
spole¢né se smési oligonukleotidovych oktamért z reakéni smési. Reverzibilni vazbou jsou
znaeny vzdy dvojice nukleotidl, kazda z probac¢nich sond barevné odpovida konkrétnimu
nukleotidu. Emitované svétlo a je zaznamenavano kamerou a signal pfevadén do digitalni
podoby. Po detekovani emitovaného svétla je sonda vymyta, produkt odebran a dalsi dvojice

nukleotidii je vyznacena primerem k ligaci (Ansorge, 2009).
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lon Torrent Sequencing metoda pracuje se zaznamenavanim zmén pH pfi uvoliovani
vodikovych iontli. Fragmenty z genomové knihovny jsou hybridizovany na platformu, kde jsou
nasledn¢ amplifikovany. Po ukonceni amplifikace jsou nasyntetizované fragmenty pieneseny
do cely spoleéné s komplementarnim primerem. Pii elongaci komplementarniho vlakna
dochazi k uvolnovani vodikovych iontl z volnych dNTP, coz vede ke zméné pH. Kazda zména
je registrovana elektrografickym ¢ipem a pievadéna do digitalni podoby (Alberts et al., 2015).

Helicos single — molecule sequencing device metoda vyuzivajici HeliScope™ sequencig
systém. Nevyzaduje predchozi amplifikaci fragmentti, ¢imz se snizuje chybovost zaclenovani
nukleotidli, a to zejména v oblasti bohaté na CG. Fragmenty urcené k sekvenovani jsou
hybridizovany na jednorazové sklenéné flow cell platformé. Prostfednictvim HeliScopeTM
analyzacniho systému jsou snimény jednotlivé fyzické pozice nukleotidii v realném case. Po
dokonceni procesu a vyhodnoceni ziskaného obrazu jsou data ptfevedeny do pocitacového
softwaru pro dal$i zpracovani (Thompson et Steinmann, 2001).

NGS technologie umoznuji nahrazeni DNA ¢ipi pii mapovani genomu. Vysoce vykonna
sekvenace DNA umoziiuje piimé odkazovani do mezinarodnich genomovych databazi
(Ansorge, 2009).

Hlavnim cilem NGS je zvySeni pfesnosti sekvenace, urychleni celého procesu za
minimalni chybovosti, prodlouzeni ¢teni fragmentu, a tudiz i maximalni délku fragmentu, a
zejména pak moznost Cteni potfadi nukleotidli v redlném cCase bez nutnosti ptredchozi

amplifikace fragmentu (Ansorge, 2009).
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4 Material a metody

Molekularni detekce mutace genu Fgf5 byla uskuteénéna za vyuziti enzymatického
restrikéniho $tépeni a kapildrového obousmérného sekvenovani genu.

Samotné detekci predchéazelo urceni konkrétni polohy kandidatni mutace prostfednictvim
pocitacového softwaru BioEdit (Hall, ©1999-2005). Sekvence genu Fgf5 byla pievzata z volné
dostupné mezinarodni databaze National Center for Biotechnology Information — NCBI (2018)
a databaze Ensembl (Zerbino et al., 2018) projektované European Bioinformatics Institute a
Wellcome Trust Sanger Institute.

Z vyzkumu Housley et. Venta (2006) byly lokalizovany kandidatni sekvence mutaci.
Konkrétné se jedna o dva polymorfismy. Duplikace 6 bp (ACCAGC) na pozici 145-156 exonu
1 genu Fgf5 na chromozomu 32, ktery ma po translaci za nasledek duplikaci threoninu a serinu
ve vysledném proteinu FGF5. SNP G>T na pozici 284 exonu 1 genu Fgf5 na chromozomu 32

vede k zaméné ptivodniho cysteinu za fenylalanin.

4.1 Gen Fgf5, F a R primery

Gen Fgf5 je lokalizovan na chromozomu 32. Z tohoto genu byl vybran exon 1 pro
restrikéni Stepeni, fragmentacni analyzu a sekvenaci. Pro kazdou z téchto metod byly navrzeny
dvojice primert F a R programem Primer 3 (Koressaar et Remm, 2007) (Untergasser et al.,
2012). Pro restrikéni $té€peni byla navrzena dvojice primerd FGF5-284-F a FGF5-284-R. Pro
segmentacni analyzu byly navrzeny primery FGF5-INDEL-F a FGF5-INDEL-R. Pro
sekvenaci celého exonu 1 byly navrzeny primery FGF5-EXON1-F a FGF5-EXONI-R.
Sekvence vSech primert jsou uvedeny v kapitole 5.1 Navrzeni F a R primerQ pro jednotlivé

metody.

4.2 lzolace DNA

Vzorky DNA 383 zastupct plemene ¢eskoslovensky vi¢ak byly odebrany se souhlasem
majiteli na oficialnich vystavich CMKU a chovnych stanicich. Pro dodrzeni etiky chovu
nebyla uvedend jména testovanych jedinci. Odbér byl proveden neinvazivni metodou stért
epitelidlnich bun¢k bukalni sliznice, za pouZiti sterilnich cytologickych kartacki.

Takto odebrana DNA byla nésledn¢ izolovana dle protokolu NucleoSpin Tissue
(Machery-Nagel). Nekontaminované vzorky DNA na cytologickém kartacku byly vlozeny do
sterilnich zkumavek (1,5 ml). Struktura bun€k bukalnich sliznic byla nasledné rozrusena

pufrem T a proteinazou P. Vzorky byl fadné promichany vibra¢ni tiepackou (TechnoKartell
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TK3S) a vlozeny do termobloku na dobu 15 minut za konstantni teploty 56 °C. Po inkubaci a
fadném promichéani byl pridan pufr B3. Vzorky byly opét promichan vibracni tfepackou a
vlozeny zpét do termobloku na dobu 10 minut za konstantni teploty 70 °C. Nasledn¢ byly
vyjmuty ze zkumavek cytologické kartacky a do smési byl pfidan absolutni ethanol a vzorky
ruéné, preklapénim promichany. Promichané vzorky byly pteneseny do zkumavek
se silikatovymi filtry, dale pak opakované vkladany do odstfedivky a promyvany pufra¢nimi
roztoky BW a B5. Po finalnim promyti a odstiedéni byly silikatové filtry pfeneseny do Cistych
zkumavek a nasledné¢ promyty pufrem BE, za soucasného uvolnéni DNA do roztoku.
Odstfedénim separované vzorky byly kvantifikovany pomoci UV spektrofotometru

(NanoPhotometr Implen), uzavieny, fadn¢ oznaceny a ulozeny Kk zamrazeni.

4.3 Detekce mutace FGF5:¢.284G>T v exonu 1 restrikénim $tépenim

Izolovana DNA byla vyuzita v detekci mutace genu Fgf5 za vyuziti dvou analytickych
metod. Prvni metodou bylo vystaveni produkti amplifikace restrikénimu enzymu Pstl.
Vysledny produkt byl separovan elektroforeticky a vysledky zaznamenany v podobé

elektroforeogramu.

4.3.1 Restrikéni enzym Pstl

Restrik¢ni enzym Pstl (Thermo SCIENTIFIC), poprvé extrahovan z bakterie Providencia
stuartii, rozpoznava a $tépi palindromatickou seRvenci 5 ... CTGC A G ...3* na pozici 125
bp a 150 bp exonu 1 genu Fgf5 za optimalni teploty 37 °C. Vysledkem jsou fragmenty rtuzné
velikosti.

4.3.2 SloZeni premixu pro PCR

Pro analyzu byly pouzity amplikony, které vznikly pii vyuZiti primerd FGF5-284-F a
FGF5-284-R. Jelikoz navrzeni specifickych primeri je vysledkem feSeni diplomové prace, je
sekvence primert, véetné jejich pozic v exonu 1 genu Fgf5, uvedena v kapitole 5. 1. 1. Pro

amplifikace bylo pouzito slozeni reakce uvedené v tabulce 1.:
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Komponent Koncentrace
DNA 10 ng/ 1pl 30 ng.12,5 pl!
Pufr KC1 1x

MgCl 1,5 mM

dNTP 200 uM

Primer F 0,4 IJ-M

Primer R 0,4 uM

Enhancer — oxalacetét (Top-Bio) 2 mM
BSA 5ng. 12,5 ul!
Taq polymeraza (Thermo SCIENTIFIC) 0,7U.12,5 pl-t

Tabulka 1: Slozeni a koncentrace jednotlivych komponent pro PCR amplifikaci genu Fgf5 s vyuzitim primerd
FGF5-284-F a FGF5-284-R

4.3.3 Program FGF284 a amplifikace DNA

Sestnact vybranych vzorki bylo podrobeno amplifikaci pii pfedem navrzeném teplotnim
gradientu pro zjiSténi optimalni teploty nasedani primerd na fragmenty ssDNA. Po
elektroforetické separaci byla optimalni teplota stanovena na 63 °C.

Program FGF5284 byl v termocykleru (C 1000 Thermal Cycler) nastaven nasledovné:

Iniciace 95 °C 180 sekund 1 cyklus
Denaturace 95 °C 30 sekund

Annealing 63 °C 20 sekund 34 cyklu
Elongace 72 °C 30 sekund

Finalni elongace 72 °C 420 sekund 1 cyklus
Faze udrzovani 12 °C 00

4.3.4 Priprava agarozového gelu

Na zéklad¢ predchozi znalosti velikosti amplifikovaného fragmentu uréeného k separaci
byla stanovena hustota gelu na 4 %.

Na analytickych vahach bylo navazeno 8 g agardzy a spole¢né s 200 ml 1x TBE (roztok
tris(hydroxymethyl)aminomethanu, kyseliny borité a kyseliny ethylendiamintetraoctové —

EDTA, fedéné s vodou v poméru 1:100) pfeneseno do Erlenmeyerovy banky. Roztok byl za
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obcasného promichani zahtivan po dobu 3-5 minut spoleéné¢ s magnetickym michadlem pro
ptipadné odhaleni utajeného varu.

Po rozpusténi agardzy byla banka pfenesena na magnetickou michacku pod laboratorni
digestofi, kde bylo nésledné do roztoku ptidano 12,5 pl EtBr. Za neustdlého michani byla
teplota roztoku snizena na 60 °C, a po vyjmuti magnetického michadla byl roztok ptenesen do
pfedem pfipravené formy se 100 celami v 5 fadach. Po 45 minutach byl gel pfipraven na pienos

do elektroforetické vany.

4.3.5 Elektroforeticka separace amplifikovanych fragmenti

Z celkového objemu 12,5 ul produktu amplifikace bylo pieneseno 5 pl do sterilnich PCR
zkumavek (0,2 ml), které¢ byly shodné oznaeny s ptislusSnym produktem amplifikace. Takto
oznacené zkumavky byly ulozeny k zamrazeni pro néslednou analyzu za vyuziti restrikéniho
enzymu.

Ve vsech zkumavkach pivodnich produkti amplifikace bylo ponechano 7,5 pl. Tyto
produkty byly obarveny 2 ul nanaSeciho pufru, a naneseny mikropipetou s nastavitelnym
objemem na 4 % agarézovy gel. Na posledni pozici kazdé fady byl nanesen hmotnostni
standard, pfipraveny z 8 ul H20, 1 ul.GeneRulerl00 bp Plus DNA ladder (Thermo
SCIENTIFIC) a 2 pl nanaseciho pufru.

Elektroforeticka separace byla provadéna po dobu 60 minut pii napéti 100 V. Po celou
dobu byl prubézné sledovan pohyb fragmentti a po uplynuti stanovené doby byl gel vyjmut a
fragmenty vizualizovany prostfednictvim UV Transiluminatoru (BioRad ChemiDoc XRS).
Vysledky byly zaznamenany prostfednictvim programu QuantityOne systému GelDoc

v podobé elektroforeogramu a uchovany pro nasledny vybér vzorki pro enzymatické stépeni.

4.3.6 Restrikéni Stépeni

Po vyhodnoceni elektroforeogramii byly vybrany vzorky, u kterych prokazatelné
probéhla amplifikace. U téchto vzorkl bylo nasledné provedeno restrikéni Sté€peni za pouziti
enzymu Pstl, se kterym byl spole¢né dodéan pufr O.

Dle pfilozeného protokolu k enzymu Pstl, byl stanoven ptfesny pomér komponentil
premixu uréené¢ho na jeden vzorek.

Objem reak¢ni smési pro Stepeni jednoho vzorku byl vypocten nasledovné:
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Komponent Objem pl
Produkt PCR 5l
H>O 9 ul
10 x Pufr O 1ul
Pstl 1l

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési pro restrikéni §tépeni

Radné ozna¢ené zkumavky s reakéni smési byly inkubovany dle protokolu enzymu Pstl
Vv termocykleru po dobu 16 hodin pii teploté¢ 37 °C. Po uplynuti doby nutné k inkubaci byl
enzym inaktivovan dle protokolu.

Produkty enzymatického §té€peni byly obarveny 2 pl nanaseciho pufru, a naneseny na
4 % agar6zovy gel spoleéné s hmotnostnim standardem. Elektroforeticka separace probihala 60
minut pii napéti 100 V. Nasledné byl gel vyjmut a vysledky vizualizovany prostfednictvim UV
Transiluminatoru.  Vysledné  elektroforeogramy  byly  porovnany s pfedchozimi

elektroforeogramy po amplifikaci.

4.4 Detekce mutace FGF5:c.140 150dupACCAGC vexonu 1 Kkapilarni
elektroforetickou separaci

Pro analyzu byly pouZity amplikony, které vznikly pti vyuZiti primert FGF5-INDEL-F
(znaceny fluorescenci barvou VIC) a FGF5-INDEL-R. Jelikoz navrzeni specifickych primera
je vysledkem feseni diplomové prace, je sekvence primerd, véetné jejich pozic v exonu 1 genu
Fgf5, uvedena v kapitole 5. 1. 2. Pro amplifikaci bylo pouZito shodné slozeni reakce, jako je

uvedeno Vv tabulce 1. Pro amplifikaci byl pouzit nasledujici program.

Program FGF5IND byl v termocykleru (C 1000 Thermal Cycler) nastaven nasledovné:

Iniciace 95 °C 180 sekund 1 cyklus
Denaturace 95 °C 30 sekund

Annealing 62 °C 20 sekund 34 cykla
Elongace 72 °C 30 sekund

Finalni elongace 72 °C 420 sekund 1 cyklus
Faze udrzovani 12 °C 00
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Ziskané amplikony byly nafedény a doplnény hmotnostnim standardem dle schématu

uvedeného v tabulce 3.

Komponent Objem (pul)
Nafedény produkt PCR | 1 M Produkt PCR 1l
19 ul H20
L1Z600 (Thermo SCIENTIFIC) 0,2 ul
Hi-Di Formamid 12 ul

Tabulka 3: Objemov¢ slozeni reakéni smési pro fragmentaéni analyzu

Ptipravené vzorky byly denaturovany v termocykleru pii 95 °C a po 5 minutach
zchlazeny na 4 °C. Vzorky byly nasledné podrobeny fragmentani analyze kapilarni

elektroforetickou separaci (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer Thermo SCIENTIFIC).

Parametry fragmentacni analyzy Hodnoty pristroje
Délka kapilary 36 cm
Modul GS STR POP4 (1 ml) G5
Polymer POP4
Virtudlni filtr G5
Doba nastiiku 5s
Napéti pii nastiiku 15kV
Teplota pti separaci 60 °C
Napéti pti separaci 15 kV
Doba separace 24 min

Tabulka 4: Parametry piistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer vyuzity pti fragmenta¢ni analyze
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4.5 Sekvenacni analyza exonu 1 genu Fgf5

Pro analyzu byly pouzity amplikony, které vznikly pii vyuziti primerd FGF5-EXON1-F
a FGF5-EXONL1-R. Jelikoz navrzeni specifickych primerit je vysledkem feSeni diplomové
prace, je sekvence primert, véetné jejich pozic v exonu 1 genu Fgf5, uvedena v kapitole 5. 1.
3. Pro amplifikaci bylo pouzito shodné slozeni reakce, jako je uvedeno v tabulce 1. Pro

amplifikaci byl pouzit nasledujici program.

Program FGF5EXON1 byl vtermocykleru (C 1000 Thermal Cycler) nastaven

nasledovné:

Iniciace 95 °C 180 sekund 1 cyklus
Denaturace 95 °C 30 sekund

Annealing 58 °C 20 sekund 34 cyklu
Elongace 72 °C 30 sekund

Finalni elongace 72 °C 420 sekund 1 cyklus
Faze udrzovani 12 °C 00

45.1 Extrakce a purifikace vzorki z agarézového gelu

Amplifikované fragment byly separovany v 1,5 % agar6zovém gelu v 1 x TBE pufru pfi
konstantnim 120 V po dobu 40 minut.

Z agarozového gelu byly skalpelem vyjymuty cely s pfisluSnymi produkty PCR a
jednotlivé vzorky zvazeny na analytickych vahach. Dale se postupovalo dle protokolu GeneJET
Gel Extraction Kit (Thermo SCIENTIFIC)

Vzorky byly pfeneseny do fadné oznacenych zkumavek, do kterych bylo ptfidano
odpovidajici mnozstvi rozpoustéciho pufru v poméru 1:1 k hmotnosti konkrétniho vzorku.
Plsobeni pufru probihalo po dobu 10 minut v termobloku nastaveném na teplotu 55 °C za
promichavani vibra¢ni ttepackou kazdé 2 minuty.

Po vizudlni kontrole kompletniho rozpusténi gelu byly vzorky ochlazeny na laboratorni
teplotu, a do smési ptidan izopropanol v poméru 1:1 k hmotnosti konkrétnich vzorka. Takto
smichané vzorky byly vloZeny do odstfedivky na 30 vtefin pfi maximalnich otackach.

Z rozpusténych produkti bylo preneseno 800 pl do zkumavek se silikatovymi filtry, které
byly nasledné vlozeny do odstiedivky na 1 minutu. Nasledné byly silikatové filtry s PCR
produktem vlozeny do ¢istych zkumavek, bylo pfidano 160 pl vazebného pufru a zkumavky

vlozeny do odstfedivky na 1 minutu pfi max. ota€kach. Po odstfedéni byly silikatové filtry opét
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vlozeny do ¢istych zkumavek, promyty 700 ul promyvaciho pufru a vlozeny do odstfedivky na

1 minutu pfi max. otac¢kach. Kvantita produktt byla ovétena UV spektrofotometrem.

45.2 Sekvenacéni reakce

Reakeéni smés pro sekvenacni reakci byla stanovena nésledovné:

Komponent Objem (pl)
purifikovand DNA 5ul
Sekvenaéni mix ABI 2 ul
1 uM primer F/R 3,2 ul
Sekvenacni pufr ABI 4 ul
H>O 5,8 ul

Tabulka 5: Reakéni smés pro sekvenaéni reakci

4.5.3 Purifikace produkti sekvena¢ni reakce a jejich fragmentace kapilarni
elektroforetickou separaci

K produktim sekvenacni reakce o objemu 20 pl byl pfidan 96 % ethanol a 3M octan
sodny v poméru 1:2:0,1. Reakéni smés byla ponechdna 15 minut pii laboratorni teploté a
nasledné odstfedéna pii maximalnich otackach po dobu 30 minut. Smés ethanolu a octanu
sodného byla nasledné opatrné odsata, aby nedoslo k odstranéni vzorku DNA usazeného na dné
zkumavek. Nasledn¢ bylo k vzorkiim ptidano 2 x 125 pl 70 % ethanolu a zkumavky vloZeny
do odstfedivky na 15 minut pfi max. ota€kach. Tento krok byl nasledné zopakovan. Po findlnim
odstranéni ethanolu byly zkumavky se vzorky vloZeny na 30 minut do termobloku nastavené¢ho
na teplotu 30 °C. Po evaporaci zbylého ethanolu byly vzorky rozpustény v 15 ul Hi-Di
formamidu. Vzorky byly denaturovany v termocykleru pfi teploté¢ 95 °C po dobu 70 minut a
nasledné ochlazeny 0 °C. Takto pfipravené vzorky byly pouZity pro separaci pomoci kapilarni

elektroforézy. Podminky separace jsou uvedeny v tabulce 6.
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Parametry sekvenace Hodnoty pristroje
Délka kapilary 50 cm
Modul SeqPOP6 (1ml) E
Polymer POP6
Virtualni filtr E
Doba nastiiku 30s
Napéti pti nastiiku 2,5kV
Teplota pfi separaci 50°C
Napéti pti separaci 11,3kV
Doba separace 120 min

Tabulka 6: Parametry sekvenace piistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

4.5.4 Interpretace sekvenace

Data ziskana sekvenaci byla pifevedena do programu BioEdit (Hall, ©1999-2005), kde
byla nasledn¢ analyzovany. Kontrola kvality sekvenace byla uskutecnéna srovnanim

forwardové a reversni sekvence.

4.6 Statistické zpracovani dat

Z vysledku jednotlivych analytickych metod byla obdrzena data o segregaci dominantni
a recesivni alely sledovaného znaku ve vybérovém souboru (N) populace plemene
ceskoslovensky vi¢ak. Z téchto dat byly na zakladé Hardy-Weinbergova zdkona vypocteny

absolutni (D, H, R) a relativni (d, h, r) frekvence genotypti dle nize uvedenych vzorci.

N=D+H+R
d=2 h== r=2Rt
N N N

Z frekvenci genotypt byly ndsledné vypocteny absolutni (P, Q) a relativni (q, r) frekvence
alel sledovaného znaku, dle uvedenych vzorct.

2N =P+Q p?X2pgxq®=1

P=2D+H Q=2R+H
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_2D+H _ P __2R+H _ Q
T 2N 2N 9=758 TN

Vybérovy soubor byl rozdélen do skupin dle véku, pohlavi a ptivodu, a mezi jednotlivymi
skupinami pak byla porovnana frekvence alel sledovaného znaku prostfednictvim
neparametrického y2testu a vypoétem pravdépodobnosti. Tyto vypoéty byly provedeny
v programu Statistica (StatSoft, 2013).

4.7 Vyhodnoceni frekvenci alel genu Fgf5 z pohledu populaé¢ni genetiky

Z vysledkti provedenych analyz byla obdrzena data, na zaklad¢ kterych byla urcena
segregace alel. Tyto udaje byly nasledné hodnoceny z hlediska populaéni genetiky

4.7.1 Pozorovana heterozygotnost (Ho)

Pozorovana (observed) heterozygotnost je dana podilem poctu heterozygotnich jedinct
pro sledovany znak, znaceny genetickym markerem, a celkového poctu vybérového souboru
(Hartl et Clark, 2007). Vypocet pozorované heterozygotnosti byl proveden dle nize uvedeného
vzorce (Gillet et al., 2005).

Hy = Z Dij

4.7.2 Ocekavana heterozygotnost (He)

Ocekavand (expected) heterozygotnost je déna podilem ocekavanych heterozygotl
Vv populaci, vykazujici rovnovahu dle Hardy-Weinbergova zakonu (Hamilton, 2009). Vypocet

ocekavané heterozygotnosti byl proveden dle nize uvedeného vzorce.
Hp=1- Z p}

4.7.3 Stuperi inbreedingu (Fis)

Predmétem studie diplomové prace bylo plemeno psa chovaného ¢lovékem, z ¢ehoz Ize
pfedpokladat pfitomnost selekce jedinct pfipousténych k plemenitbé. Vzhledem k malé
efektivni velikosti plivodni populace a nasledné selekce 1ze vyvodit teoretickou moznost vzniku
inbreedni populace. Pro analyzovany gen Fgf5 byl vypocéten stupen inbreedingu dle nize

uvedeného vzorce (Li et Horvitz, 1953).
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Hg — Ho

F. =
IS HE

4.7.4 Nasledky uplné selekce proti recesivné homozygotnim jedincim

Fenotypovy projev pritomnosti recesivni alely v obou kopiich genu Fgf5 je nezadouci a
zejména pak v rozporu s plemennym standardem. Recesivni homozygoti ve sledovaném znaku
proto nejsou piipousténi do plemenitby. Na zakladé¢ Hardy-Weinbergova zakonu bylo
vypocteno predpokladané snizovani frekvence recesivni alely v nasledujicich 3, 5, 7, 9, 10, 11,
13, 15, 17, 19 a 20 generacich, pii uplatnéni uplné selekci vici recesivnim homozygotim ve
sledovaném znaku. Déle bylo vypocteno, za kolik generaci se frekvence recesivni alely snizi

pod urcitou hranici. Pro vypocty byly pouzity vzorce uvedeny nize.

I (N

n 1+ ngq,
1 1
t=———
49t 4o

4.8 Genealogicka studie

Prostfednictvim mezinarodni databaze Wolfdog database (2013) rodokmeni plemene
Ceskoslovensky vI¢ak, byli u jedinct s mutaci alespon v jedné kopii genu dohledavani piedci a

Z nich nasledné¢ identifikovan jeden spolecny.
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5 Vysledky

Z analyz popsanych v kapitole 4. Material a metody byly zaznamenany a vyhodnoceny

nasledujici vysledky.

5.1 NavrZeni F a R primert pro jednotlivé metody

Obe¢ stanovené kandidatni sekvence mutaci se nalézaji na exonu 1 genu Fgf5. Pro zvyseni
kvality a uspé$nosti amplifikace a ndslednych analyz, byly dvojice primert navrzeny tak, aby

vysledny produkt byl mensi nez cely exon 1, ale zaroven zahrnoval cilové sekvence.

5.1.1 Primery FGF5-284-F a FGF5-284-R pro restrikéni $tepeni exonu 1

Tato dvojice primert ohraniCuje sekvenci o délce 180 bp. Primer FGF5-284-F je
oligonukleotid o délce 23 bp, zac¢inajici na pozici 181 s naslednym potadim nukleotidu:
5¢...GTCTTCCTCTTCTTCCTCCGTCT...3*
Primer FGF-284-R je oligonukleotid o délce 20 bp, zacinajici na pozici 360 s naslednym

potadim nukleotidu:
3°...GAGCCATTGACTTTGCCATC...5*
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Primer3 Output

Ho mispriming likbrary specified
Uszing l-kased sequence positions

CLIGD start len TIn gck any 3" seq
LEFT PRIMER 181 23 61.58 52.17 2.00 0.00 GICTTCCICITCTTCCTCCGEICT
RIGHT PRIMER 360 20 60.681 50.00 5.00 1.00 GAGCCATTGACTTTGCCATC

SEQUENCE S5IZE: 380
INCLUDED REGICH SIZE: 380

FRODUOCT S5IZE: 180, PAIR ANY CCMPL: 3.00, PAIR 3' CCMPL: 0.00

1 AGECCCCCECEECIGERAAGRATGAGCTTGTCCCICCICCTCCTCCTICTTCCTCAGCCACCT
86l GATCCICAGCGCCIGGGCTCACGEEEAGAAGCACCTCGCCCCCARLGEECARCCCGEGEACC
121 CECTGCCACCGGECCGEAACCCGEECEECECEEECEECAGCAGCACCAGCGEEEECACEAL

181 GICTICCICIICITCCICCGICICCTCCGCCCCCEGEEGCTITCGCCGEECAT CCGRAGGARG
FEEEIIIIIFEEEIEIIIRIIY
241 CGEGCTCGEAGCAGEECAGCITCCAGTGEAGCCCCTCEEEECECCEEACCEECAGCCTICTR
301 CTIGCAGAGTGGGCATCGEITITCCATCTGCAGATCTACCCEEATGECALAGTCALTEECTC
L ECECLLLLLLLL
36l CCAGGRAGCCRAATATGTITAL
Obrazek 1: Navrzeni primert v programu Primer 3 (Koressaar et Remm, 2007) (Untergasser et al.,

2012) FGF5-284-F a FGF5-284-R pro detekci mutace FGF5:¢.284G>T na exonu 1 restrikénim

Stépenim
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GO: Molecular function NP 001041594 &

GO Biological process . .
L Phenotypes FGF5-202  ENSCAFT00000014095.3 | 769 12522 | Protein coding | F10427& -

B Genetic Variation

E Variant table Marked-up sequence @

IEGOZ Cellular component FGF5201 | ENSCAFT00000038532.2 | 873 |  270aa oding | FIPT52:@ | NM_001048129%

Variant image
Structural variants

: Saetr;ive;;pressmn th Download sequence A BLAST this sequence

 Regulation
 External references

[~ Supporting evidence Exons FGF5 exons  All exons in this region
B ID History

L Gene history Markup  loaded

o) Configure this page

ﬁ Custom tracks rchromosome:CanFam3.1:32:4508465:45259515:1

CGEEETEEECEAGET GEECERGEACGCEAGCTCCCTTCCCCGTTTGGACCCCCCCCCCCAC
CCCGECCCGECCCGECCCGECCCEECCCRTTGCREETECTGCTGCCCGREEATTCETRACG
CTCGRGCGGRGCCGRGRAT CHNNNNNNNNNCCGRGCGCCGCECAGCCTGEECCCCAGCGR
GRGGEACGCEGEECEGCTCCGRRAGEGLEECCEEEETGCETGRCCEERTCTGCGCETGCCC

4 Download sequence

<< Share this page GGCETCGGGETGCAGCTCGCGCCCTCCCCECTTCCCCTCOCACTCECCETCTCCCATCD
; CTCCCGCCTGCACACCCCCECCCCCEEEECCECCEE6CTCCCTCCCGGCCCCGECCGRAG
R Bookmark this page AGTACACAAAGCGGCAGGTGAGGGGAAGCTTCECAGGCETGCACGEAGCGETGAGGTCAC

CGGCGGTATRAATATCCCAGGACCCGOGCCGAGCCCCGTTCGAGT GGCCTCCCCGCTCGE
TCCCCCTCCCTCTCCTCCCCGAGGCTATGTCCACCCGGEGCGGLGRAGGEGEGCAGCGCCA
GAGGCACGCAGCCGCGOEEEGECTGCCGAGCCCAGRACCGEGCCCTACARGATGCGCTTAG

ACCGECCEEAACCCOEECCECECCEECEECAGCAGCACCAGCOCECECACCAS
FGF3-284-F bmmwmqmmmw

CTGCAGAGTGGGCATCGGT TTCCATCTGCAGA' AOOO(*GA'IGGCAMGI‘CAA‘IGGCI’(# FGF3-284-R
CCAGGAAGCCAATATGTTAACTAAGTTGCTCGCGCTCCCGGCAGAGCGCEGTCCTRAGCGE
LACGGCGEEEEACCCEEEAGEEACCGCGETTGTTTTGCACCCTGGCCGCCCTGGCCGCCCT
GGCCCTGGGRACCCCGCCGECCCTCGRRACCECCEGLGCGEEEGEEEETGEEEETGEEEEET

Obrazek 2: Pozice primeri FGF5-284-F a FGF5-284-R na sekvenci exonu 1 genu Fgf5 ziskané z databaze Ensembl
(Zerbino et al., 2018).
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5.1.2 Primery FGF5-INDEL-F a FGF5-INDEL R pro fragmentaé¢ni analyzu exonu 1

Tato dvojice primerd ohrani¢uje sekvenci o délce 124 bp. Primer FGF5-INDEL-F je
oligonukleotid o délce 18 bp, zacinajici na pozici 77 s naslednym potadim nukleotidu:
5¢... GCTCACGGGGAGAAGCAC...3°
Primer FGF5-INDEL-R je oligonukleotid o délce 20 bp, zacinajici na pozici 200
s naslednym potadim nukleotidii:

3¢...CGGAGGAAGAAGAGGAAGAC...5°

Primer3 Output

Ho mispriming library specified
Uzing l-kased sequence positions

CLIGO start len Tm ogck any 3" =eq
LEFT FRIMER 77 18 £6l.98 g6.67 5.00 0.00 GCTCACGGGGAGARGCAC
RIGHT PRIMER 200 20 58.05 55.00 2.00 1.00 CGGAGGRALGARGLEGRAGRC

SEQUEHCE SIZE: 38
INCLUDED REGICH SIZE: 380

FRCDUCT S5IZE: 124, FAIR ANY COMPFL: 3.00, PAIR 3" CCMFL: 0.00

1 AGCCCCCGOGECTERARAGRAATGAGCTTIGTICCCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCAGCCACCT

6l GATCCTICAGCGECCIGEGCTCACGLEEAGRAGCACCTCGCCCCCARRAGGGCARCCCGEACC
oS o g S S-S g
121 CGCTGCCACCEGCCEERACCCEEECEECECEEECEECAGCAGCACCAGCELEEEECACGALC
181 GICIICCICTITCITCCICCGICTCCTCCGCCCCCGGEECTTCGCCEELECATCCGAGGARG
R A A A R A L

241 CGGCTCGEAGCAGGEGCAGCTICCAGT GEAGCCCCTCGGGECGOCERACCEECAGCCTCTA
301 CTIGCAGAGTGEGCATCGGITICCATCTGCAGATCTACCCEGAT GECARAGTCARTELCTC

el CCAGGRAGCCRAATATGITIAZR

Obrazek 3: Navrzeni primert v programu Primer 3 (Koressaar et Remm, 2007) (Untergasser et al., 2012) FGF5-
INDEL-F a FGF5-INDEL-R, pro fragmentacni analyzu.
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CGGEGTEEECEAGETEEECEAGEACGCERAECTCCCTTCCCCETTTGEACCCCCCCCCCCAC
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CCAGGAAGCCAATATGTTAAGTRAGTTGCTCGCGCTCCCGGCAGRGCGCEGTCCTRRGCGE
ACGGCGEGEERCCCEEGAGGEACCGCGETTGITITGCACCCTGGCCGCCCTGGCCGLCCT
GGCCCTGGGACCCCGCCGECCCTCGARACCGCCGCGLGEEEGGEGET GEEEETGEEEGGET

Obrazek 4: : Pozice primeri FGF5-INDEL-F a FGF5-INDEL-R na sekvenci exonu 1 genu Fgf5 ziskané z databaze
Ensembl (Zerbino et al., 2018)
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5.1.3 Primery FGF5-EXON1-F a FGF5-EXON1-R pro sekvenaci celého exonu 1

Tato dvojice primeru ohrani¢uje sekvenci o délce 360 bp. Primer FGF5-EXON1-F je
oligonukleotid o délce 19 bp, zainajici na pozici 9 s naslednym potadim nukleotidi:
5¢...CGGCTGGAAGAATGAGCTT...3¢
Primer FGF5-EXONL1-R je oligonukleotid o délce 19 bp, zacinajici n pozici 368
s naslednym potadim nukleotidii:

3¢...CTTCCTGGGAGCCATTGAC...5°¢

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-kased sequence positions

CLIGD start len TIn got any 3'" =eq
LEFT PRIMER 9 19 60.49 52.63 4.00 2.00 CGECTIGGAAGRATGAGCTT
RIGHT FRIMER 368 19 60.61 S5T7T.89 5.00 3.00 CITCCTGGEGAGCCATTGEAC

SEQUENCE S5IZE: 380
THCLUDED REGICH S5IZE: 380

FRODUCT 5IZE: 360, PFAIR ANY COMFL: 5.00, PATIR 3' COMPL: 1.00

1 AGCCCCCECEECIGRRALGRATEAGCTTGTCCCTCCTCCTCCTCCICTTCCTCAGCCACCT
g g g g el il e i g g g g

6l GATCCTICAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGRLGCACCTCGCCCCCARAGGECARCCCEEACT

121 CECTIGCCACCGECCEEARCCCEEECEECECEEECEECAGCAGCACCAGCEEEEECACGAC

181 GICTITCCICTICTTCCTCCRICTCCTCCGCCCCCGLEECTITCGCCOGECATCCGRAGERARG

241 CGeGECTCEEAGCAGGGCAGCTTCCAGT GERAGCCCCTCGEEECGCCEERACCEECAGCCTICTA

301 CTGCAGRGTGGGCATCGGITICCATCTGCAGATCTACCCGGATGECARAGTCAATEECTC

A

36l CCAGGRARGCCRATATGITAR
2

Obrazek 5: Navrzeni primert v programu Primer 3 (Koressaar et Remm, 2007) (Untergasser et al., 2012) FGF5-
EXONL1-F a FGF5-EXON1-R, pro sekvenaci exonu 1.
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CGECIGEECEAGETGEECCAGCRACGCGAGCTCCCTICCCCGTITTGGACCCCCCCCCCCRC
CCCGGECCCGEECCCEECCCEECCCEECCCEITGCEEETGCTGCTIGCCCOEEEATTCETACE
CTCGRAGCGGAGCCGRAGAATCHNNNNNNNNNNCCGAGCECCECGCAGCCTEEECCCCAGCGR
GREGGRACGCEEEECEECT CCEGRGEECEECCEEEETGCETEGCCGEETCTRCGCGTECCC
GECETCEEEETIGCAGCTCECECCCTCCCCECTTCCCCTCCCACTCECCEICTCCCATCCE
CICCCECCTGCRACACCCCCECCCCCGEEECCECCEEECTICCCTCCCGECCCCEECCEERG
AGTACRCRARGCGGCGEEIGAGGECRAGCTICGCAGGCGTIGCACGEAGCEETGAGETCAC
CGECGGTATRARATATCCCAGGACCCECGCCGRAGCCCCGTITCGAGT GGCCTCCCCGCTCRE
TCCCCCTCCCTCTCCTCCCCEAGGCTATGTCCACCCEGEECGECERGEEEEEGCAGCECCA
GRGGCACGCAGCCECECEEGEECTECCERGCCCAGRACCEGECCCTRACRRGRATGCGCTTAG

CCGGACCGGCAL

CTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAA R A
TATGTTAAGTRALGTTGCTCGCECTCCCGECAGAGCECETCCTRAGCGE
LCGGCGEEEEACCCEEEAGGERACCGCGEGTITGTITTITGCACCCTGECCGCCCTGGCCECCCT
GECCCTIGEERACCCCGCCEECCCTICGARACCECCELECEEEEEEEEET GEEEETGEEEEET

oding  F10Q427 &

NP_001041594 67

Obrazek 6: Pozice primeri FGF5-EXON1-F a FGF5-EXON1-R na sekvenci exonu 1 genu Fgf5 ziskané z databaze
Ensembl (Zerbino et al., 2018).
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5.2 Detekce mutace FGF5:¢.284G>T na exonu 1 restrikénim $tépenim

Pfed samotnym Stépenim byla z elektroforeogramu odectena velikost amplifikovanych
produktii porovnanim s hmotnostnim standardem. Z nize uvedeného elektroforeogramu je

patrné, ze velikost produktu amplifikace za pouziti primertt FGF5-284-F a FGF5-284-R se blizi

200 bp, tudiz probéhla Gspésné ve vsech vzorcich.

S amplikony bez ohledu na mutaci

S - GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo SCIENTIFIC)

Obrazek 7: Elektroforeogram amplikoni pred restrikénim $tépenim. Velikost odectena od hmotnostniho standardu

S)
Restrikéni enzym Pstl rozpoznava palindromatickou sekvenci 5*.CTGCAG 3‘. Ta se
v cilové sekvenci 180 bp vyskytuje ve dvou mistech, a to na pozici 125 a 150. Polymorfismus

substituce G>T se vyskytuje v prvni palindromatické sekvenci.

Exons/ Introns  Translated sequence  Flanking sequence UTR

Variants Missense  Synonymous

Markup  loaded

L
Show/hide columns _
No. Exon / Intron Start End Start End Length Sequence
Phase Phase

5 upstream sequence . gCogcgcggggdgctgccgagcccagaaccggccctacaagatgogottag

1 ENSCAFE00000261266 4,509,065 4,509,444 = 1 380
Intron 1-2 4,509,445 4,517 267 7.823 4
2 ENSCAFE00000095677 4,517,268 4,517,371 1 0 104 Class SHP E;:: CEECATTCTAGCAATACCAGEAGTTITCAGCA
Location 32:4509367 ARGGRARACTCCATGCARGT
Intron 2-3 4,517,372 4,528,526 11,155 Erre P -k
Alleles &7
3 ENSCAFE00000320597 4,528 627 4628 915 0 - 389 ACAGCTATRACRCC

cDNA position 303 BETEECECTCRAC

Protein s \CGTCTCCACC
position

Aminc acids CiF
Codons tGeltTe
Consequences | missen:

3 downstream sequence Explore this variant Ecccagaagagegaaaacaacacaaca. cvee e ...

GenefTranscript Locations

Obrazek 8: Pozice substitu¢ni mutace G>T v prvni palindromatické sekvenci rozeznavané restrikénim enzymem

Pstl. Nemutovana sekvence alely (G) genu Fgf5 na exonu 1 ziskdna z databize Ensembl (Zerbino et al., 2018).
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U mutované (T) alely tedy dochazi k rozstépeni fragmentu pouze v jednom misté a
vznikaji tak 2 fragmenty o velikosti 150 bp a 30 bp.

U nemutované (G) alely dochazi ke Stépeni ve dvou mistech, a vznikaji tak 3 fragmenty
o0 velikosti 125bp, 25 bp a 30 bp.

Vizualizovatelné byly pouze fragmenty 150 bp a 125 bp, jelikoz zbylé fragmenty (25 bp
a 30 bp) nemaji minimalni potfebnou velikost pro detekci elektroforetickou separaci na

agardzovém gelu.

Obrazek 9: Elektroforeogram vysledkt Stepeni amplikont restrikénim enzymem Pstl

Na vyslednych elektroforeogramech byly odecteny velikosti rozStépenych fragmentii

porovnanim s hmotnostnim standardem s nasledujicimi vysledky:

Pocet (délka) fragmenti po Pstl Pocet vzorku
3 (125 bp/25 bp/30 bp) 340
3 (125 bp/25 bp/30 bp)/2 (150 bp/30 bp) 41
2 (150 bp/30 bp) 2

Tabulka 7: Vysledky $tépeni restrikénim enzymem Pstl

Genotyp Absolutni frekvence genotypu
G/G 340
G/T 41
T 2

Tabulka 8: Absolutni frekvence genotypu ziskané na zakladé polymorfismu délky restrikénich fragmentd, s

vyuzitim SNP markeru substituce G284T
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5.3 Detekce mutace FGF5:¢.145 150dupACCAGC v exonu 1 fragmentacni
analyzou

U vzorki DNA sprimery FGF5-INDEL-F a FGF5-INDEL-R vyznacenou cilovou
frekvenci byl sledovan polymorfismus, s vyuzitim duplikace 6 bp na pozici 145-156 exonu 1
genu Fgf5 jako genetického markeru. Velikost amplikonti alel bez duplikace byla 124 bp.
Velikost amplikonti s duplikaci byla 130 bp. Zpracovanim obdrzenych dat byly zjiStény

genotypy vSech jedincu pro sledovanou mutaci.

130 bp

Obrazek 10: Vysledek fragmentaéni analyzy u dominantniho homozygota (InDel/InDel) ve sledovaném znaku

s velikosti alel 130 bp
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124 bp 130 bp

Obrazek 11: Vysledek fragmentaéni analyzy u heterozygota (InDel/N) ve sledovaném znaku s velikosti alel 124
bp a 130 bp

7000
5000

000

124 bp

Obrazek 12: Vysledek fragmentaéni analyzy u recesivniho homozygota (N/N) ve sledovaném znaku s velikosti

alel 124 bp
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Jedinci, u kterych byla detekovana duplikace alespont v jedné kopii genu se shodovali
s fenotypem dominantniho homozygota.

Jedinct s genotypem dominantniho homozygota InDel/InDel (duplikace v obou kopiich
genu) pro sledovany znak bylo 340. Heterozygoti InDel/N pro sledovany znak (duplikace
Vv jedné ze dvou alel) bylo 41, a recesivni homozygoti N/N ve sledovaném znaku (duplikace

nebyla detekovana ani jedné z alel) byli 2.

5.4 Porovnani vysledki restrikéniho Stépeni a fragmentacni analyzy

Pti srovnani vysledkl z obou analyz bylo zji$téno, ze genotyp dominantniho homozygota
G/G ma stejny fenotypovy projev jako dominantni homozygot InDel/InDel. Stejné tak recesivni
homozygot T/T vykazuje stejny fenotypovy projev jako recesivni homozygot N/N. Toto zjisténi

bylo porovnéno s vysledky sekvenacni analyzy.

5.5 Detekce mutaci sekvenacni analyzou celého exonu 1

Osekvenované fragmenty ssDNA oznacené primery FGF5-EXON1-F a FGF-eXON1-R
byly zpracovany v programu BioEdit (Hall, ©1999-2005). Srovnanim F a R fragmentt
shodnych vzorkt na principu komplementarity, bylo potvrzeno, Ze sekvenace probéhla spravne.

Zaroven bylo potvrzeno zjisténi z predchozich dvou analyz.

V sekvenci exonu 1 genu Fgf5 dominantniho homozygota byla detekovana duplikace 6
bp dlouhého tseku ACCAGC na pozici 155-167. Na pozici 301 se nachazel pivodni nukleotid

G. Tato alela nevykazujici mutaci typu substituce G>T byla oznacena W (wild).

5¢...CGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCAG
CCACCTGATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCC
CAAAGGGCAACCCGGACCCGCTGCCACCGGCCGGAALCCCGGGLGGLG
CGGGCGGCAGCAGCACCAGCACCAGCGGGGGCACGACGTCTTCCTCTT
CTTCCTCCGTCTCCTCCGCCCCCGGGGCTTCGCCGGGCATCCGAGGAA
GCGGCTCGGAGCAGGGCAGCTTCCAGTGGAGCCLCLCTCGGGGLGLCGG
ACCGGCAGCCTCTACTBCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATC
TACCCGGATGGCAAAGTCAATGGCTCCCAGGAAG...3°

Zluté jsou oznadeny cilové sekvence pro nasedani primert FGF5-EXON1-F (smér
5¢>3%) a FGF5-EXON1-R (smér 3‘—5°). Zelené je vyznacena duplikace 6 bp sekvence.

Cervené je vyznacena pozice, kde dochazi k substituci G>T u mutované alely.
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V sekvenci exonu 1 genu Fgf5 recesivniho homozygota duplikace na pozici 155-167
detekovéana nebyla. Na pozici 301 se nachdzel SNP G>T. Tato alela vykazujici polymorfismus
G295T byla ozna¢ena m (mutated).

5¢...CGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCCTCCTCCTCCTCCTCTTCCTCA
GCCACCTGATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCC
CCCAAAGGGCAACCCGGACCCGCTGCCACCGGCCGGAACCLGGGEG
GCGCGGGCGGCAGCAGCACCAGCGGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCT
TCCTCCGTCTCCTCCGCCCCCGGGGCTTCGCCGGGCATCCGAGGAAG
CGGCTCGGAGCAGGGCAGCTTCCAGTGGAGCCLCCTCGGGGLGLCGG
ACCGGCAGCCTCTACTHICAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGAT
CTACCCGGATGGCAAAGTCAATGGCTCCCAGGAAG...3°

Zlutd jsou oznadeny cilové sekvence pro nasedani primerti FGF5-EXON1-F (smér
5‘—>3‘) a FGF5-EXON1-R (smér 3‘—5°). Zelené je vyznacena oblast kde se u m alely
duplikace 6 bp sekvence nenachazi. Cervend je vyzna¢ena pozice substituce G>T.

Alela W je dlouha 366 bp. Alela m je dlouha 360 bp. Rozdil délky alely W a m je piesné
6 bp, které nejsou duplikovany v alele m.

U jedinct s heterozygotnim genotypem byly detekovany oba polymorfismy, nikdy vSak

na stejné alele. Heterozygoti maji obé alely W i m, pouze v jedné kopii.
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kvence W a m alely ze softwaru BioEdit (Hall, ©1999-2005).
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Obrazek 13: Porovn
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5.6 Shrnuti poznatkii molekularni detekce

Dominantni homozygot pro oba detekované genetické markery nese alelu W ve dvou
kopiich. V kandidatni sekvenci substituce G>T je pivodni nukleotid G, tudiZ jsou zachovany
obé rozpoznavaci sekvence pro restrikéni enzym Pstl. Pti restrik¢nim $tépeni amplikoni DNA
s genotypem G/G ve sledovaném znaku vznika produkt 3 fragmentt o velikosti 125 bp, 25 bp
a 30 bp. Pii fragmenta¢ni analyze genotypu InDel/InDel ve sledovaném znaku je vysledny
fragment dlouhy 130 bp. Fenotypovym projevem genotypu W/W je kratka srst, dominantni pro
plemeno ceskoslovensky vI¢ak.

Heterozygotni jedinci v obou detekovanych markerech nesou jednu kopii alely W a jednu
kopii alely m. P#i restrikénim Stepeni amplikonu DNA s genotypem G/T, enzymem Pstl,
vznikaji dveé sady fragmentt 125 bp, 25 bp, 30 bp (G) a 150 bp, 30 bp (T). Pti fragmentacni
analyze genotypu InDel/N jsou vysledkem dva fragmenty s rozdilnou velikosti 124 bp a 130
bp. Fenotypovy projev genotypu W/m je stejny jako u dominantniho homozygota W/W. Avsak
bylo pozorovano hustsi osrsténi, zejména u samct v oblasti krku.

Recesivni homozygot v obou detekovanych markerech nese alelu m ve dvou kopiich.
V kandidatni sekvenci substituce G>T je nukleotid T namisto piivodniho G, tudiz zanika jedna
rozpoznavaci sekvence pro restrikéni enzym Pstl. Pfi restrikénim §tépeni amplikont DNA
s genotypem T/T ve sledovaném znaku vznika produkt 2 fragmentii o velikosti 150 bp a 30 bp.
Pfi fragmentacni analyze genotypu N/N ve sledovaném znaku je vysledny fragment dlouhy 124
bp. Fenotypovym projevem genotypu m/m je dlouha srst, ktera je v rozporu s plemennym
standardem Ceskoslovenského vicaka (1999) a tudiz nezadouci v chovu.

Pelo Lungo

N Pelo Normale l Pelo Lungo Pelo Normale

Obrazek 14: Porovnani §téiat Ceskoslovenského vléaka. Pelo Lungo (na obou obrazcich vlevo) — recesivni
homozygot s fenotypovym projevem dlouhé srsti. Pelo Normale (na obou obrazcich vpravo) — nese alespoii jednu

nemutovanou dominantni alelu W, fenotyp odpovida dominantni kratké srsti (Camatta, 2017).
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Obrazek 15: Fenotypovy projev dlouhé srsti genotypu recesivniho homozygota (m/m) ve sledovaném znaku

(autorka fotografie © Kristyna Cermakova 2018)




5.7 Hodnoceni vybérového souboru z hlediska popula¢ni genetiky

Data z vySe zminénych analyz byla zaznamenana do tabulky (viz tabulka 20 v piilohach).

N = 383
D=W/W
H=W/m
R=m/m
P=W
Q=m
Genotyp Absolutni frekvence genotypu Relativni frekvence genotypu
ww 340 0,8877
Wim 41 0,1071
m/m 2 0,0052

Tabulka 9: Absolutni a relativni frekvence genotypu W/W, W/m a m/m

Alela Absolutni frekvence alel Relativni frekvence alel
w 721 0,9412
m 45 0,0588

Tabulka 10: Absolutni a relativni frekvence dominantni alely W a recesivni alely m

Absolutni a relativni Cetnosti genotypu 1 alel byly vyuZzity pro vypocet pozorované a
ocekavané heterozygotnosti.
Hy, =0,1071
Hg = 0,1106
Vysledky pozorované a ocekavané heterozygotnosti byly dale vyuzZity pro vypocet
koeficientu inbreedingu.
F;s = 0,0320
Velmi nizka hodnota Fis znaci, Ze testovany vybérovy soubor populace neni ve
sledovaném znaku inbreedni.
Z relativni frekvence recesivni alely byly vypocitany ocekavané relativni frekvence pii

tvrdé selekei po 3,5, 7, 9, 10, 11, 13, 15, 17, 19 a 20 generacich.
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go = 0,05875, g5 = 0,0499, gs = 0,0454, g, = 0,0416, g, = 0,0384, q,, = 0,0370,
11 = 0,0357, q;5 = 0,0333, q45 = 0,0312, g7 = 0,0294, g, = 0,0278, g4, = 0,0270

Simulace vlivu uplné selekce na recesivni

alelu m
4,9945
5
4,5409

4,5 4,1628
= 3,8429
< a4 ’ 3,7007
~ 3,5686
~ 3E 3,3309
= 3,1228
= 29398 761
oS . 2,7011
&)
525
<
0
22
=
= 1,5
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<
=
2 1

0,5
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POCET GENERACI

Graf 1: Matematicka simulace vlivu Gplné negativni selekce recesivnich homozygotit m/m na relativni frekvenci

alely m v nasledujicich generacich

Fenotypovy projev genotypu m/m je dlouha srst, ktera je u plemene nezadouci. Jedinci,
ktefi maji tento genotyp, jsou vyfazovani z chovu. Selekce vic¢i recesivni alele m tedy jiz
probihd. Z vySe uvedeného grafu je patrna klesajici relativni frekvence alely m. Pro sniZeni
frekvence recesivni alely na 1 % (q; = 0,01) by bylo nutno provadét tvrdou selekci vuci

recesivni alele po 83 generaci (t = 82,9778).

5.8 Statistické zpracovani dat

Rozdé€leni vybérového souboru do skupin bylo vypracovano na zéklad€ informaci (vék,
pohlavi, zem¢ pivodu) o konkrétnich jedincich z Wolfdog database (2013).
V prvni skupiné byla data tfidéna dle v€ku, a jedinci nasledné rozdé€leni dle staii

v mésicich do tii kategorii.
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Absolutni frekvence
Kategorie VéK (v mésicich) Pocet jedincu (N)
genotypu

D1=123
1 (1; 80) 138 Hi=13
R1=2
D2=158
2 (81;120) 158 H.=18
R2=0
D3=77
3 (121; 251) 87 H3=10
R3=0

Tabulka 11: Rozdéleni vybérového souboru do tii kategorii dle vé€ku v mésicich, véetné zastoupeni genotypt

Vv jednotlivych kategoriich

Kategorie Alela W Alela m
1 P1=259 p1=0,9384 Q=17 q:1=0,0616
2 P2=298 p2=0,9430 Q=18 q2=0,0570
3 P3=164 p3=0,9425 Qs=10 q3=0,0575

Tabulka 12: Segregace dominantni alely W a recesivni alely m v jednotlivych vékovych kategoriich, v¢etné

absolutni a relativni frekvence obou alel

Byla stanovena nulova hypotéza, Ze neni rozdil mezi poméry segregaci alel W a m
v riznych vékovych skupinach testované populace (a=0,05). Tato hypotéza byla testovana y?

testem.
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Kategorie 1 Kategorie 2 Kategorie 3
2=0,06 2=0,03
Kategorie 1 X X
p=0,8116 p=0,8577
2=0,06 2=0,00
Kategorie 2 X X
p=0,8116 p=0,9815
2=0,03 2=0,00
Kategorie 3 X X
p=0,8577 p=0,9815

Tabulka 13: Vypoctené hodnoty y2 testu a hodnoty p pro jednotlivé vékové kategorie

Hodnoty ¥? testu byly porovnany s kritickou hodnotou ¥ testu (k-1) pii 2 stupnich

volnosti, ktera je hlading vyznamnosti a=0,05 rovna 5,991. Zadna z vypoétenych hodnot y?

nepiesahla kritickou hodnotu. Hodnota p vSech porovnavanych kategorii byla vyssi nez a, tudiz

nelze vyloucit nulovou hypotézu. Neexistuje statisticky prokazatelny rozdil mezi poméry

segregaci alel W a m v riznych vékovych skupinach populace.

Ve druhé skupiné byla data porovndvana v zavislosti na pohlavi.

Pohlavi

Pocet jedincu (N)

Absolutni frekvence genotypu

185

Dr=168
Hr=16
Rr=1

198

DmM=172
Hm=25
Rm=1

Tabulka 14: Rozdéleni vybérového souboru do dvou kategorii dle pohlavi, a zastoupeni genotypt

Pohlavi Alela W Alela m
F Pr=352 pr=0,09514 Qr=18 qr=0,0487
M Pu=369 pu=0,9318 Qu=27 qu=0,0682

Tabulka 15: Segregace dominantni alely W a recesivni alely m u obou pohlavi, véetné absolutni a relativni

frekvence obou alel
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Byla stanovena nulova hypotéza, Ze neexistuje prokazatelny rozdil mezi poméry
segregaci alel W a m v zavislosti na pohlavi jedincti vybérového souboru (0=0,05). Hypotéza

byla ovéfena 2 testem.

F M
- x2=1,32
p=0,2506
2=1,32
" X
p=0,2506

Tabulka 16: Vypoctené hodnoty %2 testu a hodnoty p pro ob& pohlavi

Hodnota y? testu byla porovnéana s kritickou hodnotou 2 testu (k-1) pfi 1 stupni volnosti,
ktera je hlading vyznamnosti a=0,05 rovna 3,841. Vypoétena hodnota y? neptesahla k-1.
Hodnota p byla vyssi nez o, tudiZz nelze vyloucit nulovou hypotézu. Neexistuje statisticky
prokazatelny rozdil mezi poméry segregaci alel W a m v zavislosti na pohlavi.

Ve tieti skuping byla porovnavana data jedinct z Ceské a Slovenské republiky s jedinci

S ostatnich zemi.

Pivod Pocet jedincu (N) Absolutni frekvence genotypu

Dcz/svk=197
CZ/SVK 233 Hcz/svk=34

Recz/svk=2
Dro=143
FO 150 Hro=7
Rro=0

Tabulka 17: Rozdéleni vybérového souboru do dvou kategorii dle piivodu, a zastoupeni genotypt
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Puvod Alela W Alela m

CZ/SKV Pcz/svk=428 pcz/svk=0,9185 Qcz/svk =38 qcz/svk =0,0816

FO Pro=293 pro=0,9767 Qro=7 qro=0,0233

Tabulka 18: Segregace dominantni alely W a recesivni alely m u obou kategorii, véetné absolutni a relativni

frekvence obou alel

Byla stanovena nulova hypotéza, Ze neexistuje prokazatelny rozdil mezi poméry
segregaci v zavislosti na zemi pivodu jedinct vybérového souboru (0=0,05). Hypotéza byla

ovéfena 2 testem.

CZ/SVK FO
x?=11,18
CZISVK
p=0,0008
2=11,18
FO X
p=0,0008

Tabulka 19: Vypoétené hodnoty 2 testu a hodnoty p pro obé kategorie

Hodnota y? testu byla porovnana s kritickou hodnotou y? testu (k-1) pfi 1 stupni volnosti,
ktera je hlading vyznamnosti a=0,05 rovna 3,841. Vypoétena hodnota y? piesahla k-1. Hodnota
p byla nizsi nez a, tudiz nulova hypotéza byla zamitnuta. Existuje statisticky prokazatelny rozdil

mezi pomeéry segregaci alel W a m v zavislosti na ptivodu jedince.

5.9 Genealogicka studie recesivnich homozygotii a heterozygotii

U jedincti nesoucich alesponl jednu kopii mutované alely m, byl dohledan rodokmen
v databazi Ceskoslovenskych vicaktu Wolfdog database (2013). U téchto jedincti byli v jejich
rodokmenech vyhledavani spole¢ni ptedci, ktefi se opakovali a tvofili ucelenou linii. Pti feSeni
této Casti bylo vychazeno z hypotézy, Zze donorem mutované alely zpusobujici dlouhou srst, je
predstavitel némeckého ovcaka. Vzhledem K nizkému vyskytu mutované alely v soucasné
populaci Ceskoslovenskych vI¢dkti vyhledavani potenciondlnich donori vychazelo

z ptedpokladu, ze ptivodcem mutované alely byl pouze jeden reprezentant plemene némecky
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v s

ovcak. Na nasledujicim obrazku je uveden vzorovy vystup databaze Wolfdog database (2013),

ve kterém jsou podchyceny pivodni hybridizace némeckych ovcaka a viku.
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Obrazek 16: Vystup z databaze Wolfdog database (2013) ukazujici pocet generaci ke konkrétnimu predkovi

53



Ze 43 nositelt alespon jedné kopie mutované alely m byl u 41 nalezen v 9-10 parentalni
generaci Kazan z pohrani¢ni straze. Tento pes byl F1 potomkem vi¢ice Lady a némeckého
ovCaka Bojara vom Schotterhof, a byl hojné€ vyuzivan v plemenitb¢ Ceskoslovenského vi¢aka.
Na obrazku 17 je znazornén vysledek analyzy rodokmenti, ktery odhalil pfedpokladané jediné
ktizeni s donorem dlouhosrstosti. Rodokmenové analyza zaroven odhalila rodi¢ovské pary,
které poskytli dlouhosrsté §tén¢, a méli potencionalniho nosice mutované alely jak na strané

feny, tak na strané otce

"Bojar vom Schotterhof “

German Shepherd

Gender: male
Data for registered users only

» Breeder Germany B
» Owner Slovakia gy

» Siblings overall: 0

~ Offspring overall: 1

1983-04-28 - Lejdy
t HO’ Kazan z Pohrani¢ni straze (F1)

Obrazek 17: Vystup z databaze Wolfdog database (2013) pro némeckého ovcaka Bojara vom Schotterhor, ktery

byl pfipustén s vi¢ici Lady, a to pouze jednou. Potomkem F1 tohoto kfizeni byl pouze Kazan z Pohranicni straze

Na zaklad¢ molekularnich dat a vysledki rodokmenovych studii byla ve spolupraci
konzultantkou diplomové prace Ing. Danielou Cilovou a italskym chovatelem
Ceskoslovenskych vI¢akia Alessiem Camattou vytvofena genova mapa Sledujici vyskyt

recesivni alely m v chovnych liniich ¢eskoslovenského vi¢éka.
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6 Diskuze

Metodika prace byla navrzena na zakladé predchozich studii polymorfismu genu Fgf5 u
mnoha zivociSnych druhti. Kandidatni mutace byly navrzeny na zakladé vyzkumu Housley et
Venta (2006). Mutace detekované v obou pracich byly shodné, avsak liSily se svou polohou o
10-15 bp. Pfi¢inou je rozdilny postup a cilova sekvence studie, ktera byla v této praci omezena
pouze na exon 1, nikoliv cely gen Fgf5. Cilem prace bylo i navrzeni vlastnich primerd pro
analyzu, ¢imz byla posunuta pozice zacatku amplifikace i sekvenace, a proto se produkt v obou
pracich lisil svou velikosti i pozicemi mutaci.

Gen Fgf5 byl podroben tiem riznym molekularné genetickym analytickym metodam.
Restrikénimu Stépeni, fragmentacni analyze a sekvenacni analyze. Kazda z téchto metod
spolehlivé detekovala kandidatni polymorfismus, z ¢ehoz byl nésledné stanoven genotyp
jedinct. Detekované polymorfismy FGF5:¢.284G>T a FGF5:c.145_150dupACCAGC byly
prokazany jako spolehlivé markery, jelikoz vysledky ziskané tifemi riznymi metodami spolu
korespondovaly.

Gen Fgf5 ma u vétsiny Zivocicht funkci inhibitoru cyklu chlupového folikulu (Dierks et
al.,, 2013) (Suzuki et al., 2000). Detekci obou mutaci a porovnanim s fenotypem
genotypovanych jedinci byla prokdzdna kauzalita mutaci FGF5:c.284G>T a
FGF5:¢.140_150dupACCAGC vgenu Fgf5 pro naruSeni jeho inhibi¢ni aktivity u
Ceskoslovenskych vI¢aki.

U plemene ceskoslovensky vicak je kratka srst dédéna dominantné. Lze tedy
predpokladat, Ze zde doSlo k fixaci alely pro kratkou srst, jako je tomu u mnoha dalSich
kratkosrstych plemen (Housley et Venta, 2006). Dlouha srst je u jedinci tohoto plemene nejen
divodem pro vytazeni z chovu dle plemenného standardu (FCI, 1999), ale i neZadoucim a
nepraktickym znakem. Jedna se o plemeno pracovni, vyzadujici velkou pohybovou aktivitu, a
pé¢e o dlouhou srst je nezbytnd a velmi narocna. Ceskoslovensky vi¢ak ma fenotypem
pfipominat vlka, pro které je typicka kratka srst (letni srst) (FCI, 1999). | u vlka lze tedy
predpokladat fixace alely pro kratkou srst jako dominantni. Tento fakt potvrzuje i studie Cadieu
et. Al. (2009), ve které nebyly u zadného z testovanych vlku detekovany kauzalni mutace
popsané v piedchozich pracich. Z téchto poznatki 1ze vyvodit zavér, ze mutovanou alelu vnesl
do populace néktery z némeckych ovcakl pouzity pro kryti vlkl pii vzniku plemene.

Genealogickou studii jedinci nesouci mutovanou alelu alesponn v jedné kopii byli
dohledani ptedci az do prvni filidlni a parentalni generace ve Wolfdog database (2013).

Porovnanim téchto rodokmenil byl u vétSiny jedinci zjistén spole¢ny predek Kazan z prvni
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filidlni generace kiizeni vi¢ice Lady s némeckym ov¢akem Bojarem vom Schotterhofem (Hartl
et Jedlicka, 1996).V piedchozim odstavci byl vyvozen zavér, ze mutovanou alelu vnesl do
populace cCeskoslovenskych vicaki némecky ovcak. Jelikoz téméf u vSech jedinct byl
spolecnym pfedkem pravé tento némecky ovcéak, lze ptredpokladat, ze pravé Bojar byl
pivodnim nositelem mutované alely. Jeho potomek Kazan byl nasledné hojné vyuzivan
V plemenitbé Eeskoslovenskych vl¢aki na tizemi Ceské republiky (Hartl et Jedlicka, 1996).
Toto tvrzeni potvrzuje i fakt, ze Bojar byl pouzit ke kryti pouze jednou s vysledkem jednoho
potomka v F1 generaci, ¢emuz odpovidda velmi nizka frekvence alely m v populaci
ceskoslovenského vicdka. Za prokazatelného nosi¢e mutované alely m by Bojar mohl byt
oznacen v piipadé, kdyby byl vyuzivan v chovu némeckého ovcaka a plodil dlouhosrsté
potomky, coz bylo ovéfovano v German Shepherd Dog Pedigree Database (2013). Tato
databaze zahrnuje pouze jedince pfijaté do chovu, a dlouhosrsti jedinci jsou z chovu vytazovani
na zakladé¢ plemenného standardu némeckého ovcaka (2001), proto data nebylo mozno
dohledat. Vizudlni porovnani fenotypu sourozenct, rodic¢ii a potomkt Bojara nebylo mozné
Vv disledku nepfitomnosti fotodokumentace jedinct.

Pouze u dvou psi, ktefi byli oba nositelné alely m alespoii v jedné kopii, nebyl prokazan
vyskyt Bojara v rodokmenu. Zajimavym zjisténim bylo, ze tito dva jedinci byli ve vztahu —
polo sourozenci po spolecném otci. Jejich matky nebyly nositelkami mutované alely. Spolecny
otec byl dodate¢né genotypizovan jako heterozygot W/m, ptesto ze v jeho rodokmenu se Bojar
nevyskytuje. Vzhledem k tomu Ze se jednalo ojedinélou situaci, kterd se vymykala védecké
hypotéze 1ze vyslovit nasledujici moZné teorie vysvétlujici tento fakt:

1.) Rodokmen tohoto jedince uvedeny ve Wolfdog database (2013) neodpovida
skutecnosti, a v jeho pfedcich mohlo dojit k nezaznamenanému nezddoucimu kryti s donorem
mutované alely.

2.) Pii vzniku Ceskoslovenského vi¢aka byl donorem mutované alely dalsi némecky
ovcak a alela tohoto pivodu se projevila az u ndmi hodnocenych potomka.

3.) U genu Fgf5 téchto jedinct mohlo dojit k identické spontanni mutaci.

Analyzovanim cetnosti alel v riiznych geografickych oblastech byl statisticky prokazan
rozdil poméri segregace alel v Ceské republice a na Slovensku vii¢i ostatnim zemim.

Jak jiz bylo zminéno, jedna se o relativné nové plemeno, které bylo zejména ze zacatku
stabilizovano ptibuzenskou plemenitbou, pfti které klesa stupen heterozygotnosti (Leroy, 2011).
Kumulaci recesivnich alel bylo zabranéno zejména prilévanim krve v pocatcich slechtitelského
programu, vznikem novych linii (Hartl et Jedlicka, 1996). Dodrzovani tohoto Slechtitelského

programu spolecné s vysokou mirou heterozygotnosti vl¢itho genomu ma za nasledek nizky
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stupeni inbreedingu ve sledovaném znaku i pfes malou efektni velikost populace (Smetanova et
al., 2015). Tyto zavéry byly potvrzeny vypoctem koeficientu inbreedingu z vybérového vzorku
populace.

Nizka frekvence recesivnich alel je dana 1 negativni selekci po uznéani ceskoslovenského
vlcdka za oficidlni plemeno, kdy jedinci pfijimani do chovu musi spliiovat podminky
plemenného standardu (1999). Avsak v testovaném populaci byli pfitomni i jedinci narozeni
pied nebo v dobé oficialniho uznéani plemenného standardu a porovnanim s jedinci mladsimi
nebyl zjistén statisticky prokazatelny rozdil mezi poméry segregaci alel v téchto vékovych
skupinach.

Vyvoj frekvence recesivni alely je nutné sledovat po delsi Casovy tsek. Z genealogické
studie vyplyva fakt, ze vétsina jedincti ve véku 7-10 let je vzdalena piiblizné 10 generaci od
nejbliz§iho vi¢iho ptedka. Z analyzy vzorku populace z pohledu populacni genetiky vyplyva,
ze za 10 generaci klesne frekvence recesivni alely ptiblizné o 2,1 %%, a to pouze v piipadé
uplné selekce. Za soucasné frekvence vyskytu recesivni alely (5,9%) by trvalo pfiblizné 83
generaci, nez by frekvence recesivni alely klesla pod 1 %. Vymizeni recesivni alely je vysoce
nepravdépodobné i1 pies negativni selekci viici recesivnim homozygotiim. I ptes vysoky pocet
dominantnich homozygoti, pocet heterozygotli neni zanedbatelny stejné jako pravdépodobnost
jejich vzajemného pafeni, ze kterého muze vzejit v potomstvu recesivni homozygot (VonHoldt
etal., 2013).

U heterozygotl se projevuje dominantni kratka srst (Cadieu et al., 2009) (Dierks et al.,
2013) (Housley et Venta, 2006) . Piesto bylo pozorovano, zejména u samcu, hustsi osrsténi
Vv oblasti krku, coz mlize mit vliv na preference pii vybirani psa pro pfipousténi. I pies tato
pozorovani nelze odlisit dominantniho homozygota a heterozygota pouze podle fenotypu.
RozliSenim genotypu tfemi rlznymi molekularné genetickymi metodami za vyuziti
detekovanych polymorfismi jako markerti se zabyvala tato prace.

Pro eliminaci moZnosti recesivnich homozygotl v potomstvu za soucasné¢ho zachovani
plemenného standardu by bylo idedlni pro chovatele ptipoustét k pafeni pouze dominantni
homozygoty. To by vSak vedlo k postupnému snizovani variability populace (Lynch et Walsh,
1998) a po ¢ase pravdépodobné i inbreedni depresi (Leroy, 2011). Idealnim postupem se jevi
moznost genotypizace jednim z markerii uvedenych v této praci a nasledné pareni
dominantniho homozygota s heterozygotem. U plemene probiha fizené pfipousténi, na které
dohlizi poradce chovu, pro udrzeni inbreedingu na nizké urovni. Pokud nedojde ke spontanni
mutaci Vv zatim nemutované kopii genu, nemuze ze spojeni dominantniho homozygota a

heterozygota vzejit v potomstvu recesivni homozygot (Dawson, 1934) (VonHoldt et al., 2013).
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Snizovani heterozygotnosti a tim i variability by nebylo tak prudké jako pfi vysadnim ktizeni
dominantnich homozygott.

Zajimavou myslenkou je opaény postup, kdy by byli vzajemné k¥izeni pouze recesivni
homozygoti. Nékteii chovatelé uvadi, ze dlouhosrsti Ceskoslovensti vi¢aci vykazuji mirnéjsi
povahu. Pfi pozitivni selekci recesivnich homozygotti by mohlo po ¢ase dojit k fenotypovému
odliseni od dominantnich homozygott a heterozygotti do takové miry, ze by byli uznani jako
samostatné spolecenské plemeno. O podobné problematice se diskutovalo u plemene Akita-Inu
a z n&j odvozené plemeno americka Akita (Kaluzniacki, 2016). Je vSak otazkou, zda by si

dlouhosrsti ¢eskoslovensti oveaci nasli ptizen mezi chovateli.
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[ Zavér
Na zacatku diplomové prace byly stanoveny védecké hypotézy, které byly v prubéhu
prace potvrzeny.

Vysledky prace jsou shrnuty v néasledujicich bodech:

e Stanovenim genotypu sledovaného znaku modelové populace 383 jedinci plemene
ceskoslovensky vI¢ak molekularné genetickymi analyzami, a nasledné porovnani se
znamym fenotypem konkrétnich jedincli, byla prokazana kauzalita mutaci
FGF5:¢.284G>T a FGF5:¢.145_150dupACCAGC v exonu 1 genu Fgf5, kterda ma za
nasledek fenotypovy projev dlouhé srsti u tohoto plemene.

e Navrzeni konkrétnich primert pro molekularni detekci kauzalnich mutacich, metodami
restrikéniho Stépeni (FGF5-284-F a FGF-284-R), fragmentacéni analyzy (FGF5-INDEL-
F a FGF5-INDEL-R) a sekvena¢ni analyzy (FGF5-EXON1-F a FGF5-EXON1-R),
umoznilo vyuziti polymorfismi jako genetickych markeri pro identifikaci alelickych
kombinaci.

e Statistickym vyhodnocenim molekularnich dat, a jejich zhodnocenim z pohledu
populacni genetiky, byly zjistény frekvence alel sledovaného znaku.

e Genealogickou studii jedinct, nesouci alesponi jednu kopii mutované alely, byly v chovu
nalezeny linie vedouci ke spoleénému ptredkovi, Kazanovi z Pohrani¢ni straze, v F1

generaci puvodniho kiizeni karpatského vlka a némeckého ovcaka.

V diplomové praci byl vypracovan metodicky postup pro odhaleni nositeli mutované
alely v populaci plemene Ceskoslovensky vi¢ak. Prace byla poskytnuta jako doporuceni pro
chovatele a poradce chovu plemene cCeskoslovensky vi¢dk, na relativné snadné snizeni
frekvence mutované alely v populaci plemene. Navrzeny postup neni problematicky a neovlivni

genetickou variabilitu plemene.
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10 Prilohy

Tabulka 20: Vysledky zjistovani genotypu u 383 jedincl Ceskoslovenského vldka restrikénim $tépenim,
fragmentaéni analyzou a sekvenaci. Genealogickou studii bylo z databaze eskoslovenskych viéaka Wolfdog

database (2013) zjisténo datum narozeni, pohlavi a zemé pivodu. VEk v mésicich byl vypocten k datu 31.12.2017

Cislo vzorku | Genotyp Datum narozeni | Vék v mésicich | Pohlavi | Zemé
4 W/W 40511 85 F CZE
8 m/m 42036 34 M CZE
9 m/m 43068 1 F CZE
16 W/W 42702 13 M CZE
20 W/W 39725 110 F LTU
21 W/W 37278 191 F CZE
24 W/W 40282 92 F LTU
27 W/W 40531 84 M SVK

35 W/W 39440 120 M CZE
37 W/W 40360 89 M CZE
39 W/W 40084 99 F ITA
55 W/W 39368 122 F CZE
67 W/W 39056 132 M SVK
78 W/W 39059 132 M CZE
93 W/m 39034 133 M POL
97 W/m 37904 170 F CZE
98 W/W 39087 131 F HUN
100 W/W 36773 207 F CZE
101 W/W 39639 113 F CZE
102 W/W 35459 251 F CZE
104 W/m 38705 144 M CZE
105 W/W 39748 110 F CZE
106 W/W 37548 182 M ITA
107 W/W 37935 169 F HUN
108 W/W 37407 187 F CZE
110 W/W 40164 96 F CZE
111 W/W 39458 119 F POL
112 W/W 39783 108 F CZE
113 W/m 40197 95 M SVK
117 W/W 37586 181 F POL
123 W/W 39987 102 F POL
126 W/m 36661 211 F CZE
127 W/W 39759 109 F CZE
128 W/W 40481 86 F CZE
129 W/W 40481 86 f CZE




130 Wiw 40481 86 f CZE
131 WIw 40481 86 F CZE
132 Wim 40481 86 F CZE
133 WIw 40481 86 F CZE
134 WIw 40481 86 F CZE
135 Wiw 40481 86 F CZE
136 Wiw 40481 86 F CZE
137 WIw 40481 86 M CZE
138 Wiw 40481 86 M CZE
149 W/wW 40543 84 M POL
157 Wim 39767 109 M CZE
158 Wiw 39988 102 M CZE
159 Wi/m 40172 96 M CZE
160 wWiw 40554 83 M POL
161 WIW 39144 129 M POL
164 W/w 40404 88 F POL
165 W/w 39786 108 F POL
166 Wiw 39485 118 F SVK
167 Wiw 40157 96 F POL
168 W/w 40282 92 M LTU
169 Wiw 38813 140 F LTU
170 Wiw 40282 92 M LTU
173 W/w 39548 116 M LTU
174 W/w 40504 85 F CZE
176 Wiw 38710 144 F SVK
177 Wiw 39002 134 M SVK
178 W/w 40360 89 M POL
183 Wiw 40215 94 F CZE
184 Wiw 39741 110 M SVK
185 W/w 39401 121 M ITA
187 W/w 37948 169 F POL
188 Wiw 40525 84 F ITA
190 W/w 37168 194 M ITA
196 Wim 40203 95 M ITA
200 wWiw 38361 155 M CZE
204 wWiw 39565 116 F CZE
207 W/m 40466 86 M ITA
208 W/W 40186 95 M CZE
209 wWiw 40551 83 F SVK
211 W/W 39368 122 M CZE
215 W/W 40195 95 F CZE
216 Wiw 40326 91 M CZE
223 Wiw 39777 109 M CZE




225 Wiw 40435 87 M CZE
229 WIw 39440 120 F CZE
232 Wiw 40241 93 M CZE
235 WIw 40296 92 F CZE
236 WIw 40493 85 M CZE
239 Wiw 40435 87 M CZE
240 Wiw 39928 104 F CZE
242 WIw 39928 104 F CZE
249 Wiw 40024 101 F CZE
253 Wim 39767 109 M CZE
255 WIwW 38699 144 M CZE
256 Wiw 39742 110 F CZE
260 wWiw 40203 95 M CZE
263 wWiw 39920 104 F DEU
268 Wiw 39408 121 F CZE
272 W/w 39846 106 M CZE
276 W/w 39358 122 F DEU
277 Wiw 39766 109 M POL
285 Wiw 38555 149 M HUN
297 W/w 40486 85 F SVK
298 WIW 36894 203 F CZE
299 WIW 35894 236 F CZE
318 Wi/m 40122 97 F CZE
321 W/w 39977 102 M CZE
326 Wim 37934 169 M CZE
338 Wim 40360 89 F CZE
347 W/w 38278 158 F SVK
353 Wim 39368 122 M CZE
355 Wim 39753 109 M CZE
359 W/w 40163 96 F CZE
363 Wim 39767 109 F SVK
366 Wiw 38679 145 F SVK
371 W/w 39075 132 M FRA
379 W/w 41800 42 M HUN
386 wWiw 39788 108 M HUN
397 wWiw 40126 97 F HUN
404 W/W 39367 122 M HUN
408 W/W 39805 108 M ESP
411 wWiw 39207 127 M LTU
445 W/m 40360 89 M CZE
464 W/W 38225 160 F ITA
465 W/w 39379 122 M CZE
501 Wiw 37054 198 M CZE




502 Wiw 39565 116 F CZE
503 WIw 41203 62 M RUS
504 Wiw 41203 62 M RUS
505 WIw 41203 62 M RUS
506 WIw 41203 62 F RUS
507 Wiw 41203 62 F RUS
508 Wiw 41203 62 F RUS
518 Wim 40101 98 M CZE
594 Wim 39748 110 M CZE
600 Wim 39891 105 F CZE
602 WIw 40535 84 F SVK
603 Wiw 40535 84 M SVK
606 wWiw 37969 168 F ITA
607 Wi/m 38302 157 M DEU
608 Wiw 39386 122 M CZE
609 W/w 39345 123 M SVK
611 Wi/m 37278 191 M CZE
612 Wiw 38332 156 M CZE
613 Wiw 40706 78 M CZE
614 W/w 39018 134 F HUN
615 Wiw 40535 84 M SVK
616 Wiw 39783 108 M UK

617 W/w 39921 104 F ITA
618 W/w 40197 95 F BEL
619 Wiw 40197 95 F BEL
620 Wiw 40649 80 F UK

621 W/w 39786 108 F POL
622 Wiw 38352 156 F POL
623 Wiw 37955 169 M CZE
624 W/w 39061 132 F CZE
625 W/w 39441 120 F SVK
626 Wiw 39855 106 M LTU
627 W/w 37917 170 M CZE
628 W/w 40568 83 M POL
629 wWiw 40550 83 M CZE
632 wWiw 40479 86 F CZE
633 W/W 40211 94 F CZE
634 W/W 40512 85 M CZE
635 wWiw 40715 78 F CZE
636 W/W 40535 84 M SVK
637 W/W 40673 79 F CZE
638 Wiw 38677 145 F CZE
639 Wim 37934 169 M CZE




640 Wim 38743 143 F POR
641 WIw 40551 83 M SVK
642 Wiw 37769 175 F CZE
643 WIw 40158 96 F POR
644 WIw 38460 152 M ITA
645 Wiw 39806 108 M DEU
646 Wiw 39476 119 M POL
647 WIw 39753 109 F SVK
648 Wiw 40230 94 F POL
649 Wiw 40541 84 M POL
650 WIw 40378 89 M CZE
651 Wiw 39408 121 F CZE
652 wWiw 40807 75 M CZE
653 wWiw 40378 89 F CZE
654 Wiw 40673 79 M CZE
655 W/w 40673 79 M CZE
656 W/w 38614 147 F POL
657 Wiw 38779 141 F CZE
659 Wiw 40100 98 M CZE
660 W/w 38364 155 M CZE
661 Wiw 39783 108 F CZE
662 Wiw 40544 83 F CZE
663 W/w 40139 97 F CZE
664 W/w 40673 79 M CZE
665 Wiw 40459 86 F CZE
666 Wiw 40360 89 F CZE
667 W/w 38871 138 M CZE
668 Wiw 40730 77 M CZE
669 Wiw 39783 108 F CZE
670 Wim 39753 109 M CZE
671 W/w 36813 206 F CZE
672 Wiw 39429 120 M CZE
673 W/w 39935 103 F CZE
674 W/w 40099 98 M CZE
675 wWiw 40730 77 F CZE
676 wWiw 40326 91 F CZE
678 W/W 38635 146 M CZE
679 W/W 39628 114 M POL
680 wWiw 40677 79 F DEU
681 W/m 40724 78 M ESP
683 W/W 40461 86 F ESP
684 Wiw 40356 90 F SVK
685 Wim 40551 83 M SVK




687 Wiw 40325 91 F CZE
688 WIw 40718 78 M POL
689 Wiw 39885 105 F POL
690 WIw 40446 87 M POL
691 WIw 38653 146 F CZE
692 Wiw 39885 105 F POL
693 Wiw 38282 158 F SVK
694 WIw 38321 157 F CZE
695 Wiw 40855 73 F ESP
698 Wiw 40844 74 M POL
699 WIw 40844 74 F POL
700 Wiw 40844 74 F POL
701 wWiw 40844 74 M POL
702 wWiw 40844 74 M POL
703 Wiw 40844 74 M POL
704 W/w 40844 74 M POL
705 W/w 39858 106 F SVK
706 Wiw 39441 120 M SVK
707 Wiw 39144 129 F POL
708 W/w 40031 100 M BRA
709 WIW 36143 228 M SVK
710 Wim 40836 74 M CZE
712 Wi/m 40836 74 F CZE
713 W/w 40836 74 F CZE
714 Wiw 37558 182 M FRA
715 Wiw 40850 73 M SVK
716 W/w 40850 73 F SVK
717 Wiw 40850 73 M SVK
718 Wiw 40850 73 F SVK
719 W/w 40850 73 M SVK
720 W/w 39034 133 F POL
726 Wim 40836 74 M CZE
727 W/w 40838 74 M CZE
728 W/w 40838 74 M CZE
729 wWiw 40853 73 M CZE
730 wWiw 40853 73 F CZE
731 W/m 40853 73 F CZE
732 W/m 40853 73 F CZE
733 wWiw 40838 74 M CZE
734 W/W 40838 74 F CZE
735 W/W 40838 74 M CZE
736 W/w 40838 74 F CZE
737 Wiw 40838 74 F CZE




738 Wiw 40838 74 F CZE
739 WIw 40838 74 M CZE
741 Wiw 37605 180 F SVK
742 WIw 36199 226 M SVK
743 WIwW 40863 73 F CZE
744 Wiw 40383 89 M BRA
745 Wiw 39168 129 F POL
746 WIw 38614 147 M POL
747 Wiw 40586 82 M HUN
748 Wiw 40845 74 M FRA
749 WIw 40845 74 M FRA
750 Wiw 40845 74 M FRA
751 wWiw 40845 74 F FRA
752 wWiw 40845 74 F FRA
753 Wiw 40845 74 F FRA
754 W/w 40845 74 F FRA
755 W/w 40845 74 F FRA
756 Wiw 40845 74 F FRA
757 Wiw 39870 106 M SVK
758 W/w 40863 73 F CZE
759 Wiw 39825 107 M SVK
760 Wiw 40891 72 F CZE
761 W/w 40891 72 F CZE
762 W/w 40891 72 M CZE
763 W/wW 40891 72 M CZE
764 Wiw 40891 72 M CZE
765 W/w 40885 72 M HUN
766 Wiw 40885 72 M HUN
767 Wiw 40885 72 F HUN
768 W/w 43019 2 M HUN
769 W/w 40885 72 M HUN
770 Wiw 40858 73 M HUN
771 W/w 40858 73 M HUN
772 Wim 40858 73 F HUN
773 wWiw 38518 150 M CZE
774 Wim 39759 109 F CZE
775 W/W 40912 71 M CZE
776 W/W 40912 71 M CZE
777 wWiw 40912 71 M CZE
778 W/W 40912 71 F CZE
779 W/W 40912 71 M CZE
780 Wiw 40383 89 F BRA
781 Wiw 40031 100 M BRA




782 Wiw 40031 100 F BRA
783 WIw 40481 86 F CZE
784 Wiw 40841 74 F POL
785 WIw 39790 108 M HUN
786 WIw 40730 7 M CZE
787 Wiw 40864 73 F FIN

788 Wiw 40864 73 M FIN

789 WIw 40864 73 M FIN

791 Wiw 40844 74 M SVK
792 Wiw 40551 83 F SVK
793 WIw 40673 79 F CZE
794 Wiw 39392 121 M CZE
795 wWiw 38710 144 F SVK
798 wWiw 40915 71 M RUS
799 Wiw 40918 71 M SVK
800 W/w 40918 71 M SVK
801 W/w 40918 71 M SVK
802 Wiw 40918 71 F SVK
803 Wiw 40918 71 F SVK
804 W/w 40882 72 M POL
806 Wiw 40882 72 F POL
807 Wiw 40889 72 F POL
808 W/w 40889 72 F POL
809 W/w 40882 72 F POL
810 Wiw 40882 72 M POL
812 Wiw 37619 180 M HUN
813 W/w 39837 107 F CZE
815 Wiw 40164 96 F CZE
816 Wim 40863 73 F CZE
817 Wim 40863 73 M CZE
818 Wim 40863 73 M CZE
819 Wiw 39549 116 M CZE
822 W/w 40591 82 M FIN

823 W/w 40864 73 F FIN

825 wWiw 37909 170 M CZE
827 wWiw 40934 71 M ROU
828 W/W 40934 71 M ROU
829 W/W 40934 71 M ROU
830 wWiw 40934 71 M ROU
831 W/W 40934 71 M ROU
832 W/W 40934 71 M ROU
834 Wiw 40934 71 F ROU
835 Wiw 40855 73 M CZE




836 Wiw 40855 73 M CZE
837 WIw 40551 83 M SVK
838 Wiw 37255 192 F CZE
839 WIw 38710 144 F SVK
840 WIw 39441 120 F SVK
841 Wiw 39056 132 M SVK
843 Wiw 40828 74 M ESP
844 WIw 40122 97 M CZE
845 Wiw 38677 145 M CZE
846 Wiw 38767 142 M ITA
850 WIw 39014 134 F CZE
851 Wiw 40904 72 F CZE
852 wWiw 40904 72 F CZE
853 wWiw 40904 72 F CZE
854 Wiw 40904 72 M CZE
855 W/w 40100 98 M CZE
856 W/w 36189 227 M CZE
857 Wiw 39852 106 M CZE
858 Wiw 40730 77 F CZE
859 W/w 40163 96 M SVK
860 Wiw 40511 85 M CZE
861 Wiw 41251 60 M HUN
862 W/w 41251 60 M HUN
863 W/w 41251 60 M HUN
864 Wiw 41251 60 M HUN
865 Wiw 40888 72 F HUN
866 W/w 40888 72 M HUN
867 Wiw 40888 72 F HUN
868 Wiw 40905 72 F HUN
869 W/w 40905 72 M HUN
870 W/w 40138 97 F CZE
871 Wiw 40138 97 M CZE
872 W/w 39676 112 F ROU
873 W/w 39003 134 F ROU
874 wWiw 39441 120 M SVK
875 wWiw 40015 101 F CZE
876 W/W 41001 68 M ITA
877 W/W 41020 68 M ITA
878 wWiw 41020 68 F ITA
886 W/W 40147 97 M SVK
950 W/W 41226 61 F CZE
974 Wim 41347 57 M CZE
1001 W/w 40901 72 F CZE




1035 Wiw 39549 116 M CZE
1037 WIwW 40928 71 M CZE
1060 Wim 42335 25 F CZE
1076 Wim 42190 29 F CZE




