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Mutace genu FGF5 ridici délku srsti u kocky domaci

Souhrn

Tato bakalarska prace na téma ,,Mutace genu FGF5 tidici délku srsti u ko¢ky doméaci“
se zabyva problematikou délky a struktury srsti ko¢ky domaci (Felis catus). V ramci literarni
reSerSe pojedndva o plemenech kocek a jejich déleni na zaklad¢ délky srsti, o struktuie chlupu
a zastoupeni jednotlivych typd chlupti v srsti, shrnuje pfedchozi poznatky o genetickém
podminéni popsanych jevil, zejména genu FGF5. Cast literarni reserSe byla vénovana také
komparativni genetice — srovnani genomu ¢loveka a koc¢ky, srovnani poznatkd o genu FGF5 u
ruznych druht savci.

V experimentalni ¢asti prace byly vzorky ziskané bukalnim stérem od 13 ptislusnikt
sedmi vybranych plemen kocek podrobeny genetické analyze za ucelem zjisténi sestavy genu
FGF5. Sledovany byly mutace M1 (FGF5 ¢.356insT), M2 (FGF5 ¢.406C>T), M3 (FGF5
C.474delT) a M4 (FGF5 c.475A>C), které dle ptedpokladu vyplyvajiciho z pfedchozich studii
zodpovidaji za dlouhosrsty fenotyp. Soucasti experimentalni Casti prace je také srovnani genu
FGF5 u koc¢ky a psa (Canis lupus) na zakladé vysledki sekvenovani. Pro detekci mutaci bylo
vyuzito restrikéni Sté€peni a kapilarni elektroforéza.

Vysledky potvrzuji, Ze sestava genu FGF5 podminuje fenotypovou délku srsti. Dale
Z nich vyplyva, Ze jedinci postradajici divokou alelu, tedy heterozygoti ¢i homozygoti jedné z
vySe jmenovanych mutaci se fenotypové projevuji jako dlouhosrsti, coz odpovida tvodni
hypotéze — tyto mutace jsou recesivni a podminuji dlouhosrstost. Bylo potvrzeno, Ze nejcastéjsi
pti¢inou dlouhosrstosti je mutace M4 (FGF5 ¢.475A>C).

Kli¢ova slova: koc¢ka domaci, Felis catus, délka srsti, FGF5, fibroblastovy ristovy faktor 5



Genetic determination of hair length in domestic cats

Summary

This bachelor’s thesis “Mutation of the FGF5 gene controlling hair length in a domestic
cat” focuses on the subject of coat length and structure in the domestic cat (Felis catus). The
theoretical part describes various cat breeds and their classification based on hair length, as well
as the structure and development of cat hair in general. Several genes that have been known to
influence hair quality in cats are mentioned, with particular focus on the function and mutations
of the gene FGF5 (coding Fibroblast Growth Factor 5), which is also compared to its known
equivalents in other species of mammals.

In the experimental part of this thesis, 13 samples of buccal tissue have been collected
from test subjects pertaining to 7 represented cat breeds. The samples have been analyzed
through the method of PCR to determine gene FGF5 allelic pair in each sample. The mutations
analyzed have previously been identified as FGF5 c¢.356insT, FGF5 c.406C>T, FGF5
c.474delT and FGF5 ¢.475A>C, the hypothesis stating that these mutations are recessive to the
wild allele and responsible for long-haired phenotype. The cat FGF5 was further studied by
sequence comparison to the corresponding gene in dogs (Canis lupus).

Results suggest that the aforementioned mutations of the FGF5 gene are indeed causal
for long-haired phenotype, with the subjects lacking the wild allele (homozygotes of one
mutation or heterozygotes of two different mutations) manifesting as long-haired, suggesting
that all mutations are passed down as autosomally recessive.

Keywords: domestic cat, Felis catus, FGF5, fibroblast growth factor 5
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1. Uvod

Odhaduje se, ze druh kocka domaci vznikl procesem domestikace z kocky divoké zhruba
pred 10 000 let, prvni dikazy ocho¢enych kocek zijicich u lidskych obydli jsou staré pies 8 000
let (Slapalova 2010). Poddruhy kocky divoké Felis silvestris libica a Felis silvestris ornata, ze
kterych se dnesni koCky domaci vyvinuly, ziji v teplych klimatech Afriky a jihozépadni Asie,
kde zfejm¢ také probihala jejich domestikace. Ackoliv jejich populace se nadale zmensuje,
zminéné poddruhy dnes piezivaji na Castech pivodniho aredlu, zatimco kocka domaci se
rozsitila do celého svéta. Jakozto zvirata uzplsobena pro zivot v poustnich, polopoustnich a
stepnich podminkéch jsou oba poddruhy kocky divoké kratkosrsté.

Prvni zminky o dlouhosrstych kockach pochazi z Italie ze 17. stoleti, kam byly zfejmé
dovezeny z Turecka (Clutton-Brock 1999), jednalo se zaroven o prvni ko¢ky oznacované jako
uslechtilé — plemeno je dodnes nazyvano tureckd angora. Piivod recesivnich alel genu FGF5,
jez dlouhosrsty fenotyp podminuji, neni v soucasnosti dostatecné prozkouman — byly vysloveny
hypotézy o ktizeni ko¢ky domaci a jinych druhd kockovitych selem, konkrétné Felis manul a
Felis margarita, moderni genetické rozbory vSak tuto moznost vyloucily (Driscoll et al., 2007).
Pravdépodobnéjsim vysvétlenim vznik nahodné mutace v ramei druhu.

Dnes se dlouhosrsté kocky domaci hojné€ vyskytuji jak v populaci volné zijici, tak mezi
uslechtilymi plemeny. Délka a struktura srsti jsou klicovymi faktory pii vybéru chovnych
jedinct, stale vice chovatelti uslechtilych kocek nechdva sva chovna zvifata na sestavu genu
pro dlouhosrstost testovat, zejména prislusniky kratkosrstych plemen, o nichZ je znamo, Ze
recesivni alely tohoto genu Casto pienaseji (naptiklad britskd kratkosrsta kocka ¢i exoticka
kocka). Tato prace pojedndva o problematice a metodice testovani, obsahuje také
experimentalni ¢ast, pro niz byli vybrani zastupci riznych plemen uslechtilych kocek.



2. Cil prace
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Védecka hypotéza

U genu FGF5 existuji kauzalni mutace zodpovédné za dalku srsti, které jsou rozsiteny
napfi¢ riznymi plemeny i mutace specifické pro jednotliva plemena. Dosud byly u
koc¢ek domacich popsany ¢étyfi rasoveé specifické mutace genu FGF5: M1 (¢.356insT),
M2 (c.406C>T), M3 (c.474delT) a M4 (c.475A>C), které zapficinuji fenotypovou
dlouhosrstost ¢i polodlouhosrstost.

Jednotlivé mutace je moZzno v laboratornich podminkach identifikovat metodou izolace
DNA z Zivoé¢isnych bunék, nasledné amplifikace fragment genu FGF5 a detekce na
zéklad¢ délkového polymorfismu amplifikovanych fragmenti.

Dostatecné kvalitni biologicky material pro uspéSnou izolaci DNA, amplifikaci
fragmentu genu FGF5 a naslednou detekci mutace na zakladé délkového polymorfismu
fragmentl je mozno ziskat z bukalniho stéru.

Konkrétni cile prace

Vypracovat ucelenou literarni reSerSi zaméfenou na genetickou determinaci délky srsti
u kocky domaci.

S vyuzitim mezinarodnich nukleotidovych databazi identifikovat pozice kauzélnich
mutaci a navrhnout primerové pary pro amplifikaci téchto oblasti.

Sekvenace PCR amplikonii.

Porovnani vysledkli molekularni analyzy s fenotypovym projevem.



3. Literarni reSersSe
3.1. Rozdéleni koc¢ek podle délky srsti

3.1.1. Dlouhosrsté a polodlouhosrsté kocky

Ackoliv jsou chovatelskymi organizacemi plemena délena na dlouhosrstd a
polodlouhosrsta, neni pro toto rozdéleni stanovena jasna definice. Pro ob¢ varianty plati, ze jsou
pesiky na pohled dlouhé¢ a splyvave, v okoli krku obvykle tvofi typicky limec. Vyrazné je také
prodlouZeni chlupti vy&nivajicich mezi pol§tarky prsti. Mezi dlouhosrsta plemena fadi Cesky
svaz chovateli kocek pouze kocky perské a ragdoll. Priklady polodlouhosrstych plemen kocek
jsou mainské, norské lesni a sibitské kocky.

3.1.2. Kratkosrsté ko¢ky

Kratkosrsté kocky maji srst s krat§imi pesiky a zpravidla méné vyraznymi rozdily
Vv délce na rtiznych ¢astech téla. Chlupy mezi polstarky nevyc€nivaji viibec nebo jen minimalng.
VétSina plemen kocek spada do kategorie kratkosrstych, naptiklad britska kratkosrsta, egyptska
mau, siamska ¢i ruska modra.

3.1.3. Bezsrsté kocky

Specialni skupinou kocek jsou kocky bezsrsté, které postradaji srst na vétSing tcla
(vyjimkou jsou usi a centralni ¢ast obliceje), spadaji sem plemena kanadsky a donsky sphynx.

3.2. Plemena koéek s dlouhosrstymi variantami

Exoticka kocka

Povahové vyrovnané a spise klidné kocky, jejich typickym znakem je kulata hlava,
velké oci a vyrazné zplostély nos. T¢lo by mélo byt zavalité, ocas kratky, srst kratka, husta a
jemna (plySové struktury) (FIFé 2019). Exoticka kocka je sesterskym plemenem perské kocky,
Z niz byla v sedmdesatych letech minulého stoleti vySlechténa pomoci kiizeni s americkou
kratkosrstou a barmskou kockou. Ackoliv se v souc¢asné dobé projevuji snahy o Cistotu chovu,
vzhledem K postupné ztraté kvality srsti se k exotickym pfilezitostné perské kocky nadale
prikiizuji (Rihova 2007).



Obrazek 1: Exoticky kocour, dostupné z: https://www.prettyprincess.cz/kocouri/
Perska kocka

Standard perskych kocek je v soucasnosti shodny se standardem exotické kocky (FIFé
2019), lisi se pouze délkou srsti. Jedna se o jedno z nejstarSich plemen kocek, nejprve byly
chovany v oblastech dne$niho Turecka a franu, na za¢atku 17. stoleti pak byly rozsifeny také
do Evropy. Po mnoho let byla stfedobodem jejich chovu Anglie (Verhoef-Verhallen 2004).
Nutno podotknout, ze nyni preferovany ,.extrémni typ* nosu je zalezitosti teprve poslednich
desetileti, do té doby se perské kocky podobaly spise dnesnim britskym dlouhosrstym (Rihova
2007).

Obrazek 2: Persky kocour, dostupné z:
http://www.monarcha.cz/galerie.php?galerie=voo&foto=7&gtp=1

Britska kratkosrsta ko¢ka

Britské koc¢ky vznikly na pocatku 20. stoleti kiizenim perskych kocek s mistnimi
kratkosrstymi koc¢kami (Verhoef-Verhallen 2004). Nejprve byly uznavany pouze v modrém
zbarveni (odtud popularni spojeni britskd modrd), nyni se vSak chovaji ve vSech barevnych
varietach. Standardni je velka kulatd hlava, sttedné¢ dlouhy profil obli¢eje, malé oblé usi, velké



kulaté o¢i, kratké zavalité télo, kratké nohy, kratky ocas. Srst by méla byt velmi kratka, husta a
hrubsi struktury (FIF¢, 2019).

Obrazek 3: Britskd kratkosrsta kocka, dostupné z:
https://www.pinkberry.cz/kocky/opal/

Britska dlouhosrsta koc¢ka

Teprve nedavno uznané sesterské plemeno britskych kratkosrstych se ve standardu opét
1181 pouze v délce a struktute srsti (FIF¢ 2019). Vzniklo spojovanim dlouhosrstych kot’at, ktera

se v chovu britskych kratkosrstych rodila diky perskému dédictvi recesivni alely pro dlouhou
srst.

Obrazek 4: Britska dlouhosrsta kocka, dostupné z:
http://www.elandrea.cz/nase%20kocky.html



Selkirk Rex kratkosrsty

Plemeno typické svou kadefavou srsti vzniklo diky ndhodné dominantni mutaci
v Americe na konci 60. let (Verhoef-Verhallen 2004). Maji kulatou hlavu, kulaté oci, stfedné
dlouhé t€lo i nohy. Srst je kratka, zvinéna, zvinéné jsou i vousky. Kot’ata se rodi kadetava, brzy
vsak svou kadefavost ztraci a znova ji ziskavaji az v obdobi pohlavniho dospivani (Gandolfi
2013).

Obrazek 5: Kocka plemene Selkirk Rex krdtkosrsty, dostupné z:
https://nitewindcattery.homestead.com/pictures.html

Selkirk Rex dlouhosrsty

Plemeno vznikalo témét soucasné s kratkosrstou variantou, kdy se kadefavé kocky
ktizily s perskymi, a dlouhosrsta kotata zafazovala do oddéleného chovu. Oproti ostatnim

Obrazek 6: Kocka plemene Selkirk Rex dlouhosrsty, dostupné z:
http://www.highlandkatz.biz/cats.html
6



HabesSska kocka

Plemeno vzniklo, kdyz byly pivodné polodivoké kocky z oblasti Etiopie dovezeny
britskymi vojaky do Anglie, kde je zacali Slechtit do dnesni podoby (Verhoef-Verhallen 2004).
Jedna se o stihlé, drobné kocky s mandlovym tvarem oci, typickym divokym zbarvenim a
temperamentni povahou (FIF¢ 2019).

Obrazek 7: Habesska kocka, dostupné z https://almaparens.webnode.cz/cleopatra-of-
queen-bestet/

Somalska koc¢ka

Toto relativné mladé sesterské plemeno bylo vySlechténo Vv poloviné 20. stoleti
v Kanad¢ z habesskych kocek (Verhoef-Verhallen 2004).

Obrazek 8: Somalska kocka, dostupné z: https://www.moje-
kocka.cz/plemena/somalska-kocka-954.html



Kurilsky bobtail kratkosrsty

Jak nazev napovida, toto plemeno ma sviij ptivod na Kurilskych ostrovech, severné od
Japonska. Zfejm¢ ma puvod v japonskych bobtailech, které Japonci na ostrovy v minulosti
dovezli, jejich fizenym chovem se vSak zacali zabyvat az Rusové (Verhoef-Verhallen 2004).
Typickym znakem tohoto plemene je vyrazné zkraceny ocas, ktery se ziejmé rozsitil kvili
prakti¢nosti pti lovu ryb. Srst je kratka a obvykle zbarvena ¢erné nebo Cervené s ptipadnym
mourovanim a bilymi odznaky (FIF¢ 2019).

Obrazek 9: Kocka plemene kurilsky bobtail kratkosrsty, dostupné z:
https://www.jeatri-korzhik.dk/kattene

Kurilsky bobtail dlouhosrsty

Dlouhosrsta varianta plemene kurilsky bobtail, kterd se ptirozen¢ vyskytovala jiz
Vv puvodni populaci na Kurilskych ostrovech (Verhoef-Verhallen 2004).

Obrazek 10: Kocka plemene kurilsky bobtail dlouhosrsty, dostupné z:
https://www.jeatri-korzhik.dk/kattene



Americky curl kratkosrsty

Plemeno se zvlastné stoCenyma usima se odviji od jedné zakladajici kocky, ktera zila
v 80. letech 20. stoleti v USA (Verhoef-Verhallen 2004). Stavba téla je stale podobna béznym
domacim kockam, samoziejmé az na specifické usi. Povoleny jsou vSechny barevné variety
(FIF¢ 2019).

Obrazek 11: Americky curl kratkosrsty, dostupné z: http.//scottish-straight-sh-kucing-
g4.kucing.biz/_kucing.php?_i=1&jenis=American-Curl-SH

Americky curl dlouhosrsty

Pivodni vzhled plemene, od néjz se pozdéji oddélila kratkosrsta varianta — li§i se pouze
délkou srsti. Jednad se o jediné dlouhosrsté plemeno, které je vyrazn€ chovanéj$i nez jeho
kratkosrsta varianta (Rihova 2007).

Obrazek 12: Americky curl dlouhosrsty, dostupné z:
http://www.curlessence.com/champion-hall.html



Siamska kocéka

Plemeno Stihlych, elegantnich kocek s bohatou historii — pochézeji z oblasti dne$niho
Jedna se o $tihlé kocky s dlouhym télem, nohama i ocasem, mandlovym tvarem o¢i a velkyma,
nizko posazenyma usima. Srst je velmi kratka a hladka. Povolena jsou vSechna zbarveni se
siamskymi odznaky (FIF¢ 2019).

Obrazek 13: Siamska kocka, dostupné z: http://www.basbousa.cz/album/fotogalerie-
amira-laila-basbousa/#img-5490-jpg

Balinéska koc¢ka

Navzdory nazvu nema dlouhosrsta varianta siamskych kocek s ostrovem Bali nic
spole¢ného — zacaly byt chovany americkymi chovateli v 50. letech 20. stoleti kiizenim (do té
doby nezadoucich) dlouhosrstych kotat siamskych kocek (Verhoef-Verhallen 2004). Od
sesterského plemene se lisi pouze délkou srsti (FIF¢é 2019).

Obrazek 14: Balinésti kocouri, dostupné z: http://www.vetstreet.com/cats/balinese

10



Orientalni kratkosrsta

Orientalni kratkosrsté se oddélily od siamskych kocek v poloving€ 20. stoleti v ramci
rozSiteni chovu na barevné variety bez siamskych odznaki (Verhoef-Verhallen 2004).
Vyskytuji se ve vSech barevnych varietach s vyjimkou siamskych odznakii (takové koté je
registrovano jako siamské) (FIF¢ 2004).

Obrazek 15: Orientalni kratkosrsta kocka, dostupné z: https://www.snape-
cattery.cz/fahrenheitie-gallery/#&gid=1&pid=7

Orientalni dlouhosrsta

Dlouhosrsta varianta orientalnich kocek, ktera vznikla v 80. letech kiiZenim kratkosrstych
orientalek s kockami balinéskymi (Verhoef-Verhallen 2004).

Obrdazek 16: Orientalni dlouhosrsta kocka, dostupné z:
http://www.kirazamber.com/mayday.html
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3.3.  Ostatni plemena kocek pouzita v této praci

Devon Rex

Plemeno ptivodem z Anglie typické svou kratkou a zvinénou srsti (Verhoef-Verhallen
2004). Stavbou téla se jedna o spiSe drobné kocky s dlouhym ocasem, Sirokou hrudi a
trojuhelnikovitou hlavou. Standardni je mandlovy tvar oc¢i a velké, vysoko postavené usi (FIFé
2019).

= sy

.
AN Nl
R AN X
\ . e
RTINS NN ‘é

Obrazek 17: Kocka plemene Devon Rex, dostupné z: http://www.devon-rex-
rexbello.cz/galerie5.html

Kanadsky sphynx

Plemeno ptivodem ze Severni Ameriky (Verhoef-Verhallen 2004) je nepiehlédnutelné
diky absenci srsti na vétSing téla. Na rozdil od ptislusnikti plemene donsky sphynx jsou ti
kanadsti zavalitéjsi, stavbou zalozeni americké kratkosrsté kocce (FIF¢ 2019).

Obrazek 18: Kocka plemene Sphynx, dostupné z: https://www.kajigo.cz/kocky/
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3.4. Ontogeneticky vyvoj srsti

3.4.1. Prenatalni vyvoj

Jako pocatek vyvoje srsti by se dala oznacit prvotni diferenciace chlupovych folikuld
Z epidermalni tkang€, ktera zaCina mezi 22. a 25. dnem biezosti folikuly hmatovych vousku
(Knospe 2002) a kolem 28. dne zac¢ina tvorba folikuli i na zbytku téla zarodku. Vznikaji
Z dermalnich fibroblastl, ty se za intenzivniho bunécného déleni zanotuji hloubé&ji do Skary,
kde se dalsi diferenciaci vytvati folikul (Millar 2002) (viz Obrazek 19).

faze 0 faze 1 : faze 2 ;
viasovy viasovy

zarodek zarodek
pokozka w

bazalni
keratinocyty

skara

dermalni dermalni
fibroblasty fibroblasty
faze 3 faze4 faze5s
pokozka
sebocyty
skara
melanin
dermalni bulbus
papila bulbus
podkozni
vazivo dermalni dermalni
papila papila
faze 6 faze7
) viasovy______ Vlasovy  ylasowy
pokozka kanal ; kanal T e stvol
mazoveé zlazy y.
viasovy vlasovy ~ mazoveé 2lazy A JA8 mazoveé Zlazy
skara stvol > stvol
vnitini vlasova
pochva
melanin = . = .
L 7 vnitFni viasova vnitfni viasova
_ vnéjsi viasov pochva pochva
pochva melanin
vnéjsi viasov vhéjsi vliasova
podkozni dermalni pochva / pochva

bulbus

vazivo

papila
dermalni bulbus
papila dermalni
papila

mi

Obrazek 19: Tvorba viasového folikulu (McElwee at al. 2000)
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Kolem 40. dne biezosti jsou patrné prvni hmatové vousky, ve 48. dni bfezosti je jiz celé
télo pokryto velmi jemnym (primarnim) ochlupenim. Sekundédrni ochlupeni ve formé husté,
V barevnych ¢astech vyrazné pigmentované srsti se vyviji do 60. dne (Knospe 2002), jeho

vvvvvv

3.4.2. Postnatalni vyvoj

Donosena kotata (s vyjimkou bezsrstych plemen) se rodi s jemnym, hustym ochlupenim
po celém povrchu. Do zhruba osmi tydnii véku maji nedokonalou termoregulaci a vyzaduji
externi zdroj tepla, pfirozené ve formé matky a sourozenct, pifi umélém odchovu mozno
substituovat zahtivaci lahvi nebo specialni topnou folii. Srst se v tomto obdobi predevsim
prodluzuje, zachovava si viak typickou hustotu (Rihova 2007).

Vyznamna zména ve struktui'e nastava pii prvni sezonni vymeéneé srsti, tedy mezi Sestym a
dvanactym meésicem veku. Nova srst je hladsi a fidsi, obzvlasté silné pesiky se vyvijeji podél
patete. Srst dospélé koCky se po cely zivot prubézné obméiuje, nejvyraznéji na podzim a na
jafe, kdy se v ramci sezonni aklimatizace méni jeji délka a hustota podsady (Ryder 1975) (viz
Obrazek 20).

Obrazek 20: Kontrast mezi letni (vievo) a zimni (vpravo) srsti, dostupné z:

http://i.imgur.com/q6s2yCN.jpg
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3.5. Stavba chlupu

Koftinky chlupt (folikuly) jsou uloZeny ve Skare, ke kazdému je ptidruzena mazova zlaza
a sval zvany vzpiimova¢. Na rozdil od lidi vyrtsta u nékterych zvitat véetné koc¢ek z jednoho
folikulu vice chlupd, jeden dlouhy a silny chlup zvany pesik a nékolik kratSich, jemnéjsich
chluptt zvanych vlniky (Ryder 1975). VIniky tvoii podsadu, zajistuji termoregulaci, ale u
nékterych plemen koéek miize byt jejich vyskyt regulovany ¢i mohou uplné chybét (Gandolfi
2010).

Z hlediska chemického slozeni jsou chlupy z ptfevazné c¢asti tvofeny bilkovinami,
konkrétné kondenzovanymi polymery rdznych aminokyselin (Robbins 1994). Druhy a
rozlozeni aminokyselin v chlupu koc¢ky je ptitom podle specializované studie (Hendriks 1998)
srovnatelné s chlupy psa, koné ¢i ¢lovéka, pouze s niz§im obsahem prolinu. Barva mé na
chemickou strukturu chlupu minimalni vliv.

3.6.  Faze ristu chlupu

Rast chlupti a vlast probihéd v pribéhu celého Zivota a uskuteciiuje se cyklicky. U lidi
jsou cykly jednotlivych folikuhi vzajemné nezavislé — obména vlasu je tedy asynchronni a
mozaikovita. U zvifat je vyména chlupi synchronizovana, charakterizovana hromadnym
vypadavanim a rastem (Kucerova a Bienova 2012). Faze ristového cyklu chlupu jsou
nasledujici:

Anagen neboli ristova faze je charakterizovan intenzivnim bunéénym délenim v oblasti
kofene chlupu. Burnky se diferencuji, keratinocyty produkuji keratin, rohovati a stavaji se
soucasti nového chlupu. Délka této faze podminuje koneCnou piirozenou délku chlupu
(Kucerova a Bienova 2012).

Katagen neboli piechodna faze je obdobi mezi anagenem a telogenem, chlup piestava rist,
je preruseno zasobovani kotinku krvi a keratinocyty vstupuji do apoptozy. Vnéjsi obal folikulu
se smr$t'uje a vytlaéuje chlup smérem k povrchu (Kucerova a Bienova 2012).

Telogen neboli kone¢na faze cyklus uzavira, chlup spolu s obaly postupuje nadale
k povrchu, papila se od né¢j kompletné oddéli a za¢ina pod nim tvofit nové vlakno, které nakonec
to puvodni vytla¢i (chlup vypadne) a s pfechodem do anagenni faze odstartuje novy cyklus
(Kucerova a Bienova 2012).

3.7.  Genetické podminéni délky srsti

Dé&dicnost délky srsti byla poprvé zkouméana sledovanim rodokmenti u mysi v roce 1963. Z
vysledkli pozorovani vyplynulo, Ze se d&di na zakladé mendelistické dédicnosti jako
autozomalné recesivni. V pozdéjsich letech byl tento typ dédi€nosti pozorovan také u kraliki,
pst a kocek (Kehler et al. 2007).
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(4.4) (1,1) (1,4)

Obrazek 21: Sledovani tri nepribuznych rodokmenii, cerna znaci dlouhosrsté jedince, bila
kratkosrsté (Kehler et al. 2007).

Gen FGF5 byl poprvé identifikovan jako lidsky onkogen spolu s dalsimi geny ze skupiny
FGF. Své jméno ziskal podle bilkoviny Fibroblast Growth Factor 5 (fibroblastovy rtstovy
faktor 5), kterou koduje. Nasledné byl ale blize zkouman u mysi (Suzuki et al. 2000) a spojen
s dlouhosrstym fenotypem. U kocek tento gen leZi na chromozomu B1 (Kehler et al. 2007).

3.8. Funkce genu FGF5

V roce 2000 byl zaznamenan proces pusobeni bilkoviny FGF5 a jejiho inhibitoru FGF5S u
mysi (Suzuki et al 2000). Hraje vyznamnou roli v regulaci bunééného déleni a diferenciace,
pusobi jako inhibitor rastu chlupi.

Normalni exprese genu FGF5 byla pozorovdna v neuronech, myocytech, B-buiikach
slinivky bfisni a chlupovych folikulech. Patologicka overexprese pak byla pozorovana v
rakovinnych bunikdch mlécné zlazy a prostaty (Kehler et al. 2007).
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3.9. Mechanismus pisobeni genu FGF5 na délku srsti

Fibroblastovy rustovy faktor, ktery gen FGF5 koduje, se pii normalni expresi vaze na FGF
receptory na folikularnich bunikdch a zptsobuje piechod folikulu z anagenni faze do faze
krats$i délce (Suzuki et al. 2000). Mutace genu FGF5 zptsobujici dlouhosrstost zptsobuji chybu
ve struktufe vysledného proteinu, jehoz inhibi¢ni schopnost je tim oslabena a chlup proto roste
delsi dobu (Drogemiiller et al. 2007).

Receptory pro molekulu FGF5 byly zjistény u papilarnich bungk, které v anagenu stimuluji
buiiky vnéjSiho obalu kotinku k déleni. Pro spusténi a udrzovani procesu stimulace vyZaduji
papilarni bunky aktivaci v podob¢ ristového faktoru FGF1. FGF5 tuto aktivaci blokuje a tim
prerusuje tvorbu vlakna (Ota et al. 2002).

3.10. Mutace genu FGF5 u kocek

Sekvence vSech aktualné objevenych alel genu FGF5 bylo zjisténa ve studii Kehler et al.
(2007), pro jejiz Gcely bylo genotypovano 377 kocek, byla potvrzena zavislost sledovaného
znaku na kandidatnim genu FGF5 lezicim na chromozomu B1 a byly zaznamenany nasledujici

alely:

Divoka alela, jejiz pfitomnost se projevuje fenotypovou kratkosrstosti, tedy
autozomaln¢ dominantni. Vysledny bilkovinny fetézec je dlouhy 270 aminokyselin.

Jako mutace 1 (M1) byla oznacena inzerce thyminové baze na pozici 356 (C.ins356T),
ktera byla zjisténa u nékolika neptibuznych jedinci plemene ragdoll. V dusledku se dale v
potadi vytvofi terminacni kodon a vysledny protein je zkracen na 160 aminokyselin.

Jako mutace 2 (M2) byla oznaCena substituce cytosinu za thymin na pozici 406
(c.C>T406), ktera byla zjisténa u nékolika jedinci plemene norska lesni. Touto mutaci vznika
terminacni kodon a vysledny protein je zkracen na 135 aminokyselin.

Jako mutace 3 (M3) byla oznadena delece thyminu na pozici 474 (c.del474T), ktera byla
zjiSténa u nekolika pfislusnikli plemen mainskd myvali a ragdoll. Vysledny protein je
Vv disledku této mutace prodlouzen na 380 aminokyselin.

Jako mutace 4 (M4) byla oznaCena substituce adeninu za cytosin na pozici 475
(c.A>CAT75), coz zplsobi missense substituci threoninu za prolin pfi zachovani délky
vysledného proteinu, ale ztraté jeho spravné funkce. Tato mutace je nejcastéjSi pficinou
dlouhosrstosti a je pozorovana napfic¢ vSemi plemeny.

17



3.11. Gen FGF5 u jinych druhi savcei

Gen FGF5 nebyl identifikovan pouze u kocek, ale také u mnoha jinych druht savci, kde
zastava obdobnou funkci. Prvnim druhem, u kterého byl gen FGF5 identifikovan a izolovan,
byla mys$ domaci (Mus musculus) — zaslouZili se o to Hébert et al. 1994. Dlouhosrsty fenotyp u
nich zpiasobuje pouze jedna kauzalni mutace. Obdobné je tomu u pst (Canis lupus familiaris)
(Cadieu 2009; Krausova 2018) a kralika (Oryctolagus cuniculus) (Mulsant 2010). U osla
domaciho (Equus asinus) byly identifikovany dvé kauzalni mutace (Legrand et al. 2014).

Clovék je pro studium genu FGF5 zajimavéj$im, avSak naro¢néjsim subjektem.
Recesivné homozygotni sestava zatim jediné znamé kauzalni mutace umoziuje delsi
maximalni délku vlast, ale vzhledem k povaze lidského Zivota neni jednoduse pozorovatelna.
Studie Higgins et al. (2014) se proto zaméfila ne na vlasy, ale na fasy — zkoumala jedince
s trichomegalii neboli abnormalné¢ dlouhymi fasami. Prokazala spojitost tohoto jevu s mutaci
v genu FGF5 a od recesivnich homozygott nasledné ziskali vzorky ochlupeni ptedlokti a
porovnali je skontrolnim vzorkem, primérna délka jejich chlupii vyznamné pievySovala
pramér bézné populace, coz nadale podpoftilo hypotézu studie.

Obrazek 22: Trichomegalie u lidi,
dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4115575/

Obzvlasté zajimavé jsou nedavné studie genu FGF5 u kaSmirskych koz, jejichz
produktem je vlna a vyzkum genu FGF5 skyta potencialni ekonomicky piinos. Nemélo by proto
byt pfekvapenim, Ze se na tento aspekt zaméfil tym genovych inZenyrh Wang et al. (2016) a
s vyuzitim systému CRISPR/Cas9 vytvofili kaSmirské kozy s del$i srsti a vy$8i hustotou
sekundarnich folikuld.
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3.12. Patologické vlivy mutaci genu FGF5

Dle lékaiskych studii neni vliv genu FGF5 omezen pouze na délku chlupu. Naptiklad
Allerstorfer et al. (2008) identifikovali jako onkogen pro vznik vysoce maligniho gliomu mozku
(glioblastoma multiforme — dle Bruce et al. (2011) umiraji neléceni pacienti do 3 mésicti a méné
nez 25 % léCenych pieziva déle nez 2 roky). U subjektd s témito nadory bylo v zasazené oblasti
mozku pozorovano nadmérné uvoliiovani proteinu FGF5 zabranovalo apoptéze nadorovych
bunék a podporovalo jejich proliferaci. Obdobné Huang et al. (2018) pozorovali zvysené
uvolinovani FGF5 u subjektt s rakovinou prsu.

3.13. Aplikace poznatkii v chovatelské praxi

Ackoliv molekularni podstata dédicnosti délky srsti byla prozkoumana teprve nedavno,
chovatelé na zakladé¢ vlastnich pozorovani odvodili funkéni systém dédi¢nosti zanedlouho po
popularizaci mendelovské genetiky.

Vétsina chovatelskych ptirucek (Verhoef-Verhallen 2004; Robinson 1977) tykajicich se
dédi¢nosti oznacuje gen FGF5 pismenem L (odvozeno od anglického longhair = dlouhosrsty)
a rozliSuje alely L (autozomalné¢ dominantni, fenotypova kratkosrstost) a 1 (autozomalné
recesivni, fenotypova dlouhosrstost). Oznaceni alela I tedy zahrnuje vSechny ¢tyfi vySe popsané
mutace zpuisobujici dlouhosrstost.

Nejvétsiho praktického vyznamu nabyva sledovani genu L u plemen s dlouhosrstymi
variantami a pii metizaci (meziplemenném kiizeni). NejCastéji praktikovanou metodou je
sledovani rodokmentl, av§ak v soucasné dob¢ se stale vice chovatelii obraci na specializované
laboratoie pro detekci recesivni alely u fenotypové kratkosrstych kocek, at’ uz za ticely vhodnéji
zvoleného spojeni nebo eliminace pienasecti z chovu kratkosrstych plemen (Rihovéa 2007).

3.13.1. Rodokmenové databaze

Rodokmeny uslechtilych kocek jsou schranovany v registrech chovatelskych organizaci,
nicméné tyto registry nejsou dosud digitalizovany a vetejné zptistupnény, coz znacné ztézuje
sledovani rodokmenu Vv praxi (SCHK 2019).

Chovatel¢ se proto snazi zavadéet nezavislé internetové databaze, do kterych posilaji kopie
rodokmentli napti¢ plemeny a chovatelskymi organizacemi. Toto je obzvlasté pifinosné pro
sledovani recesivnich alel, kde je idealni znat také fenotypy sourozenct piedkd z minulych
generaci. BohuZel se na tvorbé téchto nezavislych registrli nepodili dostate¢né mnoZstvi
chovateld, aby je bylo moZno povaZovat za spolehlivé chovatelské néstroje.

Nejveétsi  z téchto databazi jsou k pfistupné na adresach www.pawpeds.com a
www.catpedigrees.com.
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3.14. Genom kocky

Genom kocky domaci (Felis catus) je tvofen 18 pary autozomt a gonozomy XY, jeho
celkova délka je 3300 cM (O’Brien 1999), obdobné jako délka lidského genomu. Genom kocky
byl zmapovan v roce 2000 pomoci RH mapovani (Murphy 2000).

rRH 1 cp RH cP RH 4 cp RH 5 cp RH 6 cp

B1

RH 12 cP
RH 10 cP g?)

RH 8 cp

B4

RH 18 cP

RHXCP

cP RH 20 cp

-

Obrazek 23: Srovnani genomu kocky s odpovidajicimi castmi lidského genomu (Murphy
2000)

Pravé diky podobnosti Vv lidskym genomem jsou kocky velmi vhodnymi subjekty
komparativni genetiky, mnohd jejich onemocnéni odpovidaji povahou 1 pribéhem
onemocnénim lidskym, naptiklad FIV (felinni obdoba viru HIV), FIP (felinni obdoba SARS)
¢1 polycystické onemocnéni ledvin (PKD).

3.15. Geny ovliviiujici strukturu srsti kocky domaci

Vétsina znamych mutaci ovliviyjicich se silnym ucinkem kvalitu srsti souvisi s tvorbou
molekuly keratinu, podle studii Gandolfi et al. (2010, 2013) se jedna konkrétné o mutace genu
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KRT71 lezicim na chromozomu E1, patrné ve vztahu KRT715APRE > KRT71+ > KRT71" >
KRT71"™.

3.15.1. Genetické podminéni bezsrstosti (hr)

Pii sledovani fenotypové bezsrstosti je tieba rozliSovat dvé vétve — eurasijskou a
americkou. Nejvyznamnéj$imi zastupci eurasijské vétve jsou plemena donsky sphynx a
peterbald, nejvyznamnéj$im zastupcem americké vétve je plemeno kanadsky sphynx. Rozdil
mezi témito vétvemi je predevsim v povaze mutace, ktera jejich typickou bezsrstost zplsobuje.

Mutace KRT71" americké vétve se predava na zakladé mendelistické dédiénosti jako
autozomalné recesivni. Gandolfi et al. (2010) ji identifikovali jako ¢.1315G>A (substituce
guaninu za adenin na pozici 1315) — zpusobuje pfed¢asnou tvorbu termina¢niho kodonu a
nefunkc¢nost vzniklé bilkoviny pii tvorbé chlupu (zdrava forma se podili na tvorbé keratinovych
intermedidrnich filament v epitelu kotink1).

vvvvvv

prozkoumano na molekuldrni Girovni. Jeho zékladem je autozomaln€ neupln€ dominantni gen —
pii kfizeni heterozygoti se narodi 25 % kot’at tipIn€¢ bezsrstych, tuto vlastnost si zachovaji po
cely zivot, 25 % kotat normalné osrsténych a 50 % kotat se slabSim osrsténim, které se
v prubéhu zivota miize ztratit nebo zachovat (pfi¢ina, pro¢ osrsténi ztrati pouze néktera kotata,
neni zatim znama, pravdépodobné ma polygenni povahu) (Zhigachev et al. 2000).

3.15.2. Genetické podminéni rexovitosti (re)

V genu KRT71 ma puvod také rexovitost (kadetavost) typicka pro néktera plemena kocek
(devon rex, cornish rex, selkirk rex). U americkych plemen (devon rex, selkirk rex) je za tento
znak ziejmé& zodpovédna pomérné komplexni mutace (delece 81 bazi ¢.1108-4 1184del
s inzercemi ¢.1184 1185insAGTTGGAG a ¢.1196insT), ktera se projevuje jako autozomalné
recesivinl.

V pozdéjsi studii se Gandolfi et al. (2013) zabyvali také pfi¢inou rexovitosti u selkirk rexd,
ktefi maji pivod v evropské vétvi plemen (perské a britské kocky). Maji vlastni jedine¢nou
mutaci KRT71 ¢.445-1G > C oznacovanou jako Selkirk Autosomal Dominant Rex
(KRT715APRE) _jak jiz nazev napovidd, na rozdil od mutace KRT71"™ je KRT715*PRE dominantni
nad divokym typem.

3.16. Vhodné metody genetické analyzy

3.16.1. PCR - polymerazova ietézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (zkracen¢ PCR z anglického Polymerase Chain
Reaction) je metodou rychlé amplifikace urcitého useku DNA, ktera se od svého objeveni
tymem Mullis et al. (1986) stala ptelomovou pro studium genetiky.
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Pro spravny pribéh PCR je nezbytné pfipravit roztok, ktery se v soucasnosti obvykle
sklada z templatové DNA, primert (navrzenych pro tsek, ktery chceme amplifikovat), smés
dNTP (deoxyribonukleosidtrifosfati vsech ¢&tyt bazi) a MgCl, v poméru odpovidajicim
koncentraci, DNA polymeraza (Mullis ve svych ptvodnich pokusech pouzival DNA
polymerazu | ziskanou z Escherichi coli, dnes je Cast&jsi Taq polymeraza z horkovodni bakterie
Thermus aquaticus, které 1épe odolava denaturaci), purifikovana H>O a reakéni pufr (nejcastéji
kombinace KCI a Tris HCI, upravuje pH a koncentraci soli v reakci) (Lorenz 2012).

Pro kazdou reakci je tfeba dvou typt primert — piedni ,forward“ primery
komplementarni k sekvenci nachéazejici se ve sméru 5° od zvoleného useku a zadni ,,reverse*
primery ve sméru 3°. Primery se voli tak, aby nasedaly co nejblize z obou stran zvoleného
useku. Mivaji délku 15-30 bazi a nesmi byt komplementarni jeden k druhému ani v ramci svého
vlakna (Lorenz 2012). Pro jejich navrhovani se v soucasnosti vyuziva specializovanych
programi, napiiklad Primer3Plus, Primer-BLAST nebo Primer Quest. Na vlastni syntézu
navrzenych primert se specializuje fada laboratofi.

Piipravena smés je vystavena procesu o tiech fazich, které se opakuji az do dosazeni
pozadovaného poctu kopii (obvykKle tiicetkrat) (Lorenz 2012):

1) Denaturace — smés je po dobu 30 az 60 sekund (pfili§ dlouhé zahiivani by mohlo
znehodnotit DNA polymerazu) vystavena teploté 95 °C, pfi niz se dvousroubovice DNA
piirozené rozplétd (denaturuje) na volné polynukleotidové fetézce diky uvolnéni
vodikovych mustki.

2) Nasednuti primerti neboli annealing — teplota se na 30 sekund snizi na hodnotu
odpovidajici parametrim primert, obvykle mezi 50 a 60 °C. Dochazi k nasedani
primerd na komplementarni useky templatové DNA.

3) Extenze — pii teploté 70-72 °C se po 30-60 sekund za pisobeni DNA polymerazy od
primeri syntetizuji vlakna vybraného tiseku. Po poslednim cyklu se nechava probéhnout
zéverecna prodlouzena extenze o trvani 5 minut.

Ptistroj, ktery se pro tuto reakci pouziva, se nazyva termalni cykler.
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Obrazek 24: Schéma PCR (Garibyan & Avashia 2013)
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3.16.2. Deskova gelova elektroforéza

Deskova gelova elektroforéza je jednou znejcastéjSich metod vyuzivanych
v molekularni genetice. Ma Siroké vyuziti od separace a kontroly vysledkli PCR, detekce
mutaci, sekvenace kratkych tseki (do 50 000 bp) po genetické profilovani. Metoda je zaloZzena
na rozdilné rychlosti, kterou se rizné velké fragmenty DNA pohybuji gelem v elektrickém poli
smérem ke katod¢. Kratsi fragmenty urazi za stejnou dobu delsi casovy usek (Lee et al. 2012).

Pro spravny prub¢h elektroforézy je nutné zvolit vhodny typ gelu — pro vétsi ocekdvanou
velikost fragmentli se voli gel agar6zovy, pro mensi polyakrylamidovy (mensi Castice by
agar6zovym gelem prostupovaly ptili§ rychle a vysledky by byly tézko rozlisitelné). Stejné tak
existuji také rtizné typy barviv — v minulosti se ¢asto vyuzival (a do ur¢ité miry se stale vyuziva)
ethidium bromid kter}'/ se odréii pod ultraﬁalovSIm zafenim, je Véak karcinogenni proto se od
Green nebo SYBR® Safe (které se navic odrazi pod modrym svétlem, tedy odpada riziko
poskozeni DNA UV zafenim) (Huang & Fu 2011).
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Prvnim krokem pii gelové elektroforéze je priprava gelu. Jeho koncentrace se obvykle
pohybuje mezi 0,5 — 2 %, je nutné jej doplnit o pufr, nejcastéji TAE (40 mM Tris acetat + 1
mM EDTA) nebo TBE (45 mM Tris borat + 1 mM EDTA), a zvolené barvivo (Lee et al. 2012).

Takto pripravena smés se nalije do nadrze elektroforézniho aparatu a necha se ztuhnout
s vlozenym hiebinkem, ktery v gelu vytvoii aplikacni jamky. K DNA je pfimichano nanaseci
barvivo (kviili orientaci) a vzorky jsou vpraveny do gelu. Do krajni jamky je vpraven takzvany
geneticky zebficek, smés DNA se zndmymi délkami, které slouzi jako reference pro ur¢ovani
délky zkoumanych usekid. Gel je nasledné vystaven elektrickému napéti po dobu umérnou
hustoté gelu a velikosti fragmentt (Voytas 2001).

Po skonceni elektroforézy je na gelu moZno pozorovat pasky odpovidajici délkou a
Sitkou aplika¢nim jamkam. Tyto pasky predstavuji skupiny stejné dlouhych fragmentt (Lee et
al. 2012).

Sledovany
produkt PCR

DNA Zebricek

v 4

500 bp
400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Obrazek 25: Vysledek deskové gelové elektroforézy, dostupné z:
https://www.khanacademy.org/science/biology/biotech-dna-technology/dna-sequencing-pcr-
electrophoresis/a/polymerase-chain-reaction-pcr

3.16.3. Kapilarni elektroforéza

Dalsi vyznamnou metodou molekuldrni genetiky je kapilarni elektroforéza. Muze
zastoupit deskovou elektroforézu pii detekci mutaci i1 sekvenovani, pro které je diky ni
efektivngjsi, a navic jej lze snadnéji zautomatizovat (Le et al. 1997).

Princip je podobny jako u deskové elektroforézy, misto roviny se vSak ¢astice pohybuji
tenkou trubici (kapilarou, prumér do 100 pm, délka 30-80 cm, obvykle z kiemene) v polymeru.

Pti vystaveni aparatu elektrickému proudu vznikd v kapilatfe elektroosmoticky tok — na
rozhrani pevné a kapalné faze vznika elektrickd dvojvrstva, kterd uvadi cely roztok do pohybu.
Na konci kapilary je umistén detektor, ktery v redlném case zaznamendava Castice na zaklade
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toho, jak odrazi ultrafialové zafeni. Je proto tieba piipravit pro kapilarni elektroforézu vzorek s
fluorescencné oznacenymi fragmenty (Kasicka, 1997).

3.16.4. Sangerova metoda sekvenace

Sangerova metoda jednou z ranych metod sekvenovani, byla objevena koncem 70. let a je
dodnes vyuzivana pro sekvenaci kratkych usekit DNA. Je zaloZzena na délkovém polymorfismu,
ktery pozoruje pomoci elektroforézy (Heather & Chain 2016).

V plvodnich Sangerovych pokusech (Sanger et al. 1977) byl produkt PCR rozdélen do ¢tyt
reakci, kazda se skladala ze standardnich komponentt pro syntézu, a navic malého mnozstvi
jednoho typu dideoxynukleotidu (ddATP, ddTTP, ddGTP nebo ddCTP). Dideoxynukleotidy
postradaji OH skupinu, tudiz se pfi jejich navazani syntéza iseku zastavuje a pti PCR v roztoku
vznikaji rizn€ dlouhé fragmenty koncici vzdy danou bazi (Rédei 2008).

Takto zpracované vzorky byly nasledné umistény do sousedicich jamek v gelu a podrobeny
elektroforéze. Z vysledného elektroforeogramu bylo mozno piecist sekvenci sledované¢ho
useku (viz Obrazek 25) (Heather & Chain 2016).
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Obrazek 26: llustrace klasické Sangerovy sekvenace, dostupné z:
https://agctsequencing.wordpress.com/tag/sanger-sequencing/

Zanedlouho po prvnim objevu byla prozkoumdna moZnost fluorescencniho oznaceni
dideoxynukleotidli, kaZzdého jinou barvou. Tento objev vyrazné zjednodusil cely proces, misto
¢tyf oddélenych diky tomu mohla reakce probihat v jedné nddobé a zvysila se maximalni délka
sekvenovaného fragmentu (Heather & Chain 2016).
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Obrazek 27: llustrace Sangerovy fluorescencni sekvenace s vyuzitim deskové gelové
elektroforézy, dostupné z: https://agctsequencing. wordpress.com/tag/sanger-sequencing/

Dalsi vylepSeni piiSlo v podobé vymény deskové gelové elektroforézy za kapilarni.
Detektor ozatuje kapilaru UV paprskem a v redlném Case zaznamenava odrazy prochazejicich

fragmentt. Tato metoda je rychld a 1ze diky ni s vysokou piesnosti sekvenovat useky do rozsahu
700 bazi (Karger & Guttman 2009).

CTGTGTGAAATTGTTATCCGC TCACAAT 'CCALALAALA'ALLALLLLLAALLA'A:
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Obrazek 28: Vysledek Sangerovy sekvenace s vyuzitim kapildarni elektroforézy, dostupné z:
https://brcf.medicine.umich.edu/cores/dna-sequencing/faqgs/sanger-sequencing-
fags/interpretation-of-sequencing-chromatograms/
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4. Metodika

4.1. Plemena kocek vyuzita v této praci

Pro ucely této prace byly ziskany vzorky od jedincti se znamou délkou srsti, ptislusnikt
plemen s dlouhosrstymi/kratkosrstymi variantami, tak ¢isté kratkosrstych. Vzorky byly ziskany
stérem z bukalnich sliznic pomoci sterilnich cytologickych kartacki (cytobrush). Celkem bylo
analyzovano 13 vzorkl od kocek nalezicich k plementim britskd kratkosrstd kocka, britska
dlouhosrsta kocka, devon rex, mainska myvali kocka, perska, exoticka a kanadsky sphynx (viz
Tabulka 1).

Tabulka 1: Prehled testovanych jedincii

Cislo vzorku EMS zkratka | Pohlavi Délka srsti
plemene

KO1 BLH kocour dlouha
KO2 BLH kocka polodlouha
KO3 BSH kocour kratka
KO4 BSH kocka kratka
KO6 SPH kocka bezsrsta
KO7 EXO kocour kratka
KO8 EXO kocka kratka
KO9 PER kocka dlouha
KO10 PER kocour dlouha
KO14 MCO kocour polodlouha
KO15 MCO kocour polodlouha
KO22 DRX kocka kratka
KO23 DRX kocka kratka
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4.2. lzolace DNA z bukalnich stéru

Pro izolaci genetické informace z bun¢k bylo vyuzito sady NucleoSpin® Tissue od
vyrobce Machery-Nagel, ktery obsahuje:

Lysis Buffer T1 a B3 (lyza¢ni pufry T1 a B3)

Wash Buffer BW a Wash Buffer B5 (promyvaci pufry)
Elution Buffer BE (tedici pufr)

Proteinase K (purifika¢ni proteinaza)

Proteinase Buffer (proteinazovy pufr)

NucleoSpin® Tissue Columns (filtra¢ni kolonky)
Collection Tubes (2 ml) (sbérné zkumavky)

Kromé vyse jmenovaného bylo vyuzito nasledujici:

= RNaza A

» mikrocentrifugacni zkumavky (2 ml)

= latexové rukavice

= (isté laboratorni nastroje (pinzeta, klestiCky, pipety a pipetovaci Spicky),

Vv pfipadé potieby pribézné dezinfikovany roztokem ethanolu

Postup izolace:

1)

2)

3)

4)
5)

6)

7)

Koncové c¢asti odbérovych kartackti byly odstfizeny do sterilnich Sml
mikrocentrifugacnich zkumavek, néasledné k nim bylo piidano 180 pl lyza¢niho
pufru T1 (a ucelem naruSeni bunénych membran) a proteinazy K (za tcelem
purifikace). Obsah zkumavek byl nasledné¢ promichan pomoci vortexu a hodinu
inkubovan pfi 56 °C za obfasného opétovného promichavani.

zkumavek pridany 4 pl RNazy A, vysledny roztok byl nasledné promichany a
ponechan po dobu 5 minut pfi laboratorni teplot¢.

Do zkumavek bylo pfidano 200 pl lyza¢niho pufru B3, obsah byl vortexovan a
vystaven teploté 70 °C po dobu 10 minut. V této fazi je dokoncena lyza bunéénych
struktur.

Pomoci sterilni pinzety byly ze zkumavek odstranény koncoveé ¢asti kartacki.

Do zkumavek bylo ptidano 210 ul koncentrovaného etanolu (96-100 %) za i¢elem
vytvofeni vhodnych podminek pro navazani DNA na membréany filtru, obsah
zkumavek byl promichan pomoci vortexu.

Obsah zkumavek byl premistén do sbérnych zkumavek s filtracnimi kolonkami a
centrifugovany po dobu 1 minuty pfi pretizeni 11 000 x g. Molekuly DNA po tomto
kroku ziistdvaji navazany na membranu filtru.

Ze sbérnych zkumavek byl odstranén filtrat, po opatrném osusSeni do nich byla
navracena prislusna filtraéni kolonka.
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8) Do filtra¢nich kolonek bylo pfidani 500 pl omyvaciho pufru BW, zkumavky
S kolonkami byly opét 1 minutu centrifugovany pfi pfetizeni 11 000 x g. Vysledny
filtrat byl odstranén a postup zopakovan za aplikace 600 pl omyvaciho pufru BS.
Promyvéani zajistuje odstranéni rezidualnich bilkovin na membrang.

9) Filtrat byl odstranén ze sbérnych zkumavek, filtraéni kolonky navraceny a
centrifugovany pfi pretizeni 11 000 x g za c¢elem ususeni membrany (odstranéni
rezidualniho ethanolu z druhého promyvaciho pufru).

10) Filtra¢ni kolonky byly opatrnou manipulaci pfemistény do mikrocentrifugacnich
zkumavek, nasledné na né bylo pfidano 100 ul fediciho pufru BE (pfedem nahfato
na 70 °C), zkumavky s kolonkami byly centrifugovany pfi pretizeni 11 000 x g.
V této fazi byla DNA uvolnéna z membrany a vyplavena do vysledného roztoku.

11) Filtra¢ni kolonky byly vyjmuty, nacez zbyly zkumavky s izolatem DNA vysoké
Cistoty ptipravenym pro dal§i zpracovani. lzolaty byly pro pozd¢jsi zpracovani
skladovany pfi teploté -20 °C.

4.3. Hodnoceni kvality a kvantity izolované DNA

Koncentrace izolované DNA byla posouzena za ultrafialovo-viditelnou spektroskopii.
K tomuto bylo vyuzito piistroje NanoPhotometer od spole¢nosti Implen, koncentrace vzorkt
byla posouzena na zaklad¢ parametri A260/A280 a A260/A230 (Ciselné udaje odpovidaji
vinové délka svétla, pfistroj méfi, jaké mnozstvi bylo pohlceno).

Kvalita DNA byla zhodnocena s vyuzitim gelové elektroforézy SubCell (Bio-Rad). Malé
mnozstvi izolatu bylo aplikovano do jamek 1% agarézového gelu s ethidium bromidem v
prostiedi TBE pufru. Elektroforéza probihala pfi napéti 120 V po dobu 30 minut. Vysledné
elektroforeogramy byly uchovany v programu QuantityOne (GelDoc).

4.4, NavrZeni primeru

Pro kazdy ze tti cilovych amplikont byla navrzena dvojice primerti na zaklad¢ sekvence
uvedené v mezinarodni genomové databazi Ensembl (viz Piiloha 1). Za pouziti programu
Primer3 0.4.0 (viz Vysledky) byly navrzeny nasledujici primery:

FGF5-CZU-A-F: CCCTACAAGATGCACTTAGAACC
FGF5-CZU-A-R: ATGTAGATGCACCTTCACCCAAC
FGF5-CZU-B-F: TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTT
FGF5-CZU-B-R: CTGAGCAAATTGTCCCTCTACCA
FGF5-CZU-C-F: GGAAGTTTTCCGTCAGTGGAAAT
FGF5-CZU-C-R: CGCTGAAACAAGTGACTGGACTT

Vysledna velikost amplikonu A byla stanovena na 568 bp, amplikonu B na 396 bp,
amplikonu C na 600 bp.
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4.5.  Amplifikace ¢asti genu FGF5

Amplifikace byla provedena metodou PCR a probihala pro kazdy vzorek ve tiech reakcich,
jedna na kazdy amplikon. Reakce probihaly Vv ptistroji C1000 Touch™ Thermal Cycler od
firmy Bio-Rad. Specifikace sloZeni a prib&hu jsou uvedeny v Tabulkach 2 a 3.

Tabulka 2: Slozeni PCR

Slozka MnoZstvi
Izolovana DNA 30 ng/ 12,5ul
MgCl, 1,5 mM

Tris KCI 50 mM

dNTP 200 uM

Ptislusny forward primer 0,4 uM

Ptislusny reverse primer 0,4 uM

TOP-BIO Enhancer 2 mM

BSA  (hovézi  sérovy | 0,5 ug/ 12,5 ul
albumin)

Taq polymeraza 0,7U0/12,5ul

Tabulka 3: Teplotni a casovy profil PCR

Faze Teplota Doba trvani Pocet cyklu
Uvodni denaturace 95 °C 180 s 1
Denaturace 95 °C 30s

30
Annealing 61 °C 30s
Enlongace 72 °C 40s
Zaverecna enlongace 72 °C 420 s 1
Konzervace 12 °C 0
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4.6. Kontrola uspésnosti PCR

Po skonCeni reakce byla provedena kontrola kvality amplikoni deskovou gelovou
elektroforézou na aparatu SubCell (Bio-Rad). K PCR produktim bylo pfidano 2 ul nanasejiciho
pufru doplnénym o barvivo a do krajni jamky byl nanesen vzorek s GenRulerem 100 bp Plus
(1 ul DNA zebticek, 2 pl nanaseci pufr, 8 ul H20).

4.7. Precistovani

DNA fragmenty poZadované délky je po elektroforéze tieba ocistit od gelu a PCR artefaktti
(rezidualni nukleotidy a fragmenty). Pro tento ucel byl pouzit GeneJET Gel Extraction Kit
(Thermoscientific).

Postup preciStovani:

1) Césti obsahujici DNA byly vyfiznuty z gelu sterilnim skalpelem, pieneseny do
zkumavek a zvazeny.

2) Ke vzorkim byl ptfidan ve hmotnostnim poméru 1:1 binding pufr.

3) Vzorky byly po dobu 10 minut vystaveny teploté 50 °C za ob¢asného vortexovani,
dokud nebyl gel zcela rozpustén.

4) Byla provedena vizualni kontrola pH na zakladé barvy vzorku. Pii optimalnim pH mély
vzorky zlutou barvu, v ptipad¢ oranzové nebo fialové barvy bylo ke vzorktim ptidano
10 pl octanu sodného. Ke vzorkim byl pfidan 100% isopropanol ve hmotnostnim
poméru 1:1.

5) 800 ul vzorku bylo naneseno do zkumavek s filtracnimi kolonkami.

6) Vzorky byly 60 sekund centrifugovany pii pietizeni 14 000 X g.

7) Obsah sbérnych zkumavek byl odstranén, ke vzorktim byl ptidano 100 ul binding pufru.

8) Vzorky byly 60 sekund centrifugovany pii pietizeni 14 000 X g.

9) Obsah sbérnych zkumavek byl odstranén a ke vzorkim bylo piidano 700 ul omyvaciho
pufru (WB).

10) Vzorky byly 60 sekund centrifugovany pfi ptetizeni 14 000 x g.

11) Filtra¢ni kolonky byly pieneseny do novych zkumavek a napIlnény 25 ul H20.

12) Vzorky byly 60 sekund centrifugovany pii pietizeni 14 000 x g za vzniku finalniho
roztoku cisté DNA.

Uspé&snost purifikace byla ovéfena kvantifikaci na ptistroji NanoPhotometer od firmy
Implen (viz bod 4.3).

4.8. Priprava vzorki pro sekvenaci

K ptipravé amplikoni pro sekvenaci byl vyuzit kit BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Thermoscientific). Slozeni je uvedeno v tabulce 4, profil reakce odpovida

tabulce 3.
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Tabulka 4: Slozeni pripravné reakce pro sekvenaci

Slozka Objem Koncentrace
PCR produkt 7,5 ul 6,5 ng / ul
Ptislusny F primer 32ul 3,2 pmol /20 pl
BigDye™  Terminator | 4 ul 1x

v3.1 5X Sequencing

Buffer

BigDye™  Terminator | 2 pl 3 ul/20pul
v3.1 Ready Reaction Mix

vvvvv

od PCR artefaktt nasledujicim postupem:

1) Ke vzorkam byly ptidano 2 ul roztoku glykogenu a pre-mix o slozeni 2 pul 3M octanu
sodného s 50 pl 96 % etanolu. Smes byla promichdna a ponechdna stat 15 minut pti
laboratorni teploté.

2) Vzorky byly centrifugovany po dobu 15 minut a pfi ptetizeni 13 200 x g. Na dné
zkumavky se vysrazely zadouci latky, pfebyte¢na tekutina byla odstranéna pipetou.

3) Ke zbylému produktu bylo piidano 250 pl 70% etanolu.

4) Zopakovani kroku 2.

5) Zopakovani kroku 3.

6) Zopakovani kroku 2.

7) Vzorky byly vystaveny po 30 minut teploté 50 °C.

8) Ke vzorkim bylo ptidano 15 pl Hi-Di formamidu.

4.9. Sekvenace ¢asti genu FGF5

Vzorky byly pfeneseny do polypropylenovych zkumavek a po dobu 5 minut vystaveny
teploté 95 °C, pfiniz fragmenty DNA denaturovaly. Nasledné byly ochlazeny na teplotu 4 °C
a umistény do automatizovaného aparatu kapilarni elektroforézy ABI PRISM 310 Genetic
Analyser od firmy Applied Biosystems. Specifika sekvenace jsou uvedena v tabulce 4.
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Tabulka 4: Specifika sekvenace kapilarni elektroforézou

Parametr Hodnota

Délka kapilary 50 cm

Modul SeqPOP6 (1ImL) E
Polymer POP6

Virtudlni filtr E

Doba néstiiku 30s

Napéti nastiiku 2,5 kv

Teplota pii separaci 50 °C

Napéti pfi separaci 11,3 kV

Doba separace 300 s
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5. Vysledky

5.1. Kbvalita a kvantita izolované genomické DNA

Kvalita izolované DNA vyhodnocena na zakladé poméru absorbanci A260/A280
dosahovala primérné hodnoty 1,91 (Vk = 6%). Vytéznost DNA ziskané z jednoho bukalniho
stéru vykazovala primérné hodnoty 2,4 pg (Vk = 10,2%). Vzhledem k tomu, ze cilem
bakalaiské prace nebyla optimalizace izolace genomické DNA, nebylo provedeno podrobngjsi
statistické vyhodnocena vysledki.

5.2. Bioinformatické vyhodnoceni genu FGFS u ko¢ky domaci

Kompletni sekvence genu FGF5 podle databaze Ensembl je uvedena v Piiloze 1. Z Obrazku
29 je patrné, ze u genu FGF5 existuji 3 transkripéni varianty. Na zékladé porovnani starSich
vysledkti Kehler et al (2007) bylo zjisténo, ze rast chlupt ovlivituje transkripcni varianta 1. Pro
identifikaci SNP nalezenych Kehler et al. (2007) bylo pouzito detailni schéma exoni a intronti
prvni transkripéni varianty (viz Obrazek 30).
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Gene: FGF5 ENSFCAGD0000029635

Description fibroblast growth factor 5 [Source:NCBI gene;Acc:100136904 &)
Location Chromosome B1: 142 163.553-142 186 463 reverse strand.
Felis_catus_9.0:CM001381.3
About this gene This gene has 3 transcripts (splice variants), 188 orthologues, 21 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 1 phenotype.

Transcripts Hide transcript table

lShowﬁhide columns (1 hidden)

Name Transcript ID bp Protein Biotype UniProt Flags
FGF5-201 | ENSFCAT00000057064.1 | 3232 | 279aa

FGF5-202 ENSFCAT00000030948.3 1116 | 270aa
FGF5-203 ENSFCAT00000044244.2 372 123aa | DProtein coding ADAZIZUL09E -

Summary @
Name EGF5& (MNCEI gene)
Ensembl version ENSFCAG00000029635.3
Gene type Protein coding
Annotation method Annotation produced by the Ensembl genebuild.
—_— = Go to Region in Detail for more tracks and navigation options (e.g. zooming)

Drag/Select:

L 42.91 kb Forvard strand pe
—— —
142.16Mb 142.17Mb 142.18Mb 142.19Mb
—
< FGF5-201
protein coding
(| i — 1
< FGF5-202
protein coding
i
< FGF5-203
protein coding
142.16Mb 142.17Mb 142.18Mb 142.15Mb
| strand 42,91 kb i

Gene Legend

Protein Coding
B Ensembl protein coding

Obrazek 29: Transkripcni varianty genu FGFS5 u kocky domaci
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Exons/ Introns  Translated sequence Flanking sequence Intron sequence  UTR

Markup loaded

No. Exon / Intron Start End Length Sequence
5 upstream sequence e cggcgaggggggcagocgoccagaggcacgcagoocgogogggggotacggag
1 ENSFCAEQ0000358906 142 186.050 142185641 410 CCCAGRACCARCCCTACARGAT GCACTTAGRACCCCCGCGECT GEAAGRATGAGCTTGTC

CTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCCACCTAATCCTCAGCGCCTGGECTCACGGEEAGAR
GCACCTCECCCCCARAGEECARCCCGEACCOGCAGCCACCEET CGEARCCCGECEEECET
CAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGEGECACGACGTCTTCCTCTICTTCCTCCGTICTCCTCCTC
CCACTCGECTTCTICTGEECARCCARGERAGCGECTT GEAGCAGRGCAGTTTCCAGT GGAG

CCCCTCGGGGCGCCEEACCEECAGCCTCTACTGCAGAGTGEGCATCGGTTTCCATCTGCA
GATCTRACCCGGATGECARAGTCAATGECTCCCATGRAGCCRATATGTTAR

Intron 1-2 142 185 640
2 ENSFCAEQ0000229292 142 177,963

142 177 964 7.677

142 177.860 104 GIATTITGGARATATTTGCTGTGTCTCAGGGEAT TGTAGGRAATACGAGGAGTTTTCAGCR
ACRRATTTITAGCGATGTCRAARAA AL CGERARAACTCCATGCRAGT

Intron 2-3 142 177.859 142 165.962 11,898
3 ENSFCAEQ0000233733 142 165 961

142 165.360 602 GCCAARTTTACCGATGACT GCARGTTCAGGGAGCGATTCCARGARALCAGCTATARTACC
TATGCCTCAGCARTACACAGRACTGAGCCAGCAGECCGEERAAT GEGTATGT GGCCCTCRAC
ALGAGRGEGARLGCTRAGCEAGECTGCAGCCCGCGEETTARACCCCAGCACATCTCTACT
CACTTICTGCCARGATTCARGCAGCT GEAGCAGCCAGRACTTTCTTTCACGGTCACTGTT
CCTGAGRAGRARALAGCCACCCAGTCCTGTCAAGCCARAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGG
AARAGTCCCAACACCGTGARGTACAGACTCARATTTCGCTTTGGATAATATTCTTICTIGS
CCITGIGAGARACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGT GTCTTITATGGCTCT GAR
GRAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGT GRAGTCCAGTCACTTGIT
TCAGCGCGACTGRARACARA A CTGTTTTCTGATAGGAACTGARCTGGARATTCTTTGTCCAR
CATAGGGAGCACACT GCTCCAGTCAGGACGACATARAGCCTTTTGCTTITATGCTICGTIGE
AT

3 downstream sequence actctgtattttgagaaagttaaacagogtggactatgtatttittictgac. - v ot -

Obrazek 30: Struktura exonii a intronit prvni transkripcni varianty genu FGFS u kocky domadci
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Z literarni reserSe vyplynulo, ze gen FGF5 ovliviiuje délku srsti u fady savci. Pro potvrzeni této informace bylo provedeno vyhodnoceni
zndmych sekvenci tohoto genu u riznych druhd savel. Na néasledujicim Obrazku je uveden fylogeneticky strom ziskany na zaklad¢ kompletni
sekvence genu FGF5 s vyznacenou pozici sekvence u kocky domaci.

#<EBEHH
] Vertebrates: 23 homolkgs [T T TEN T NN WY I
Lobe-finned fish: 12 homolags T T T W T 1T | [ [
Amniotes: 40 homologs | | | TR T T W W T T 11 I I
[
Placentals: 67 homologs [N TTTNT AN ET T 17
Laurasiatherian mammals: 2 homalags | | T TN TN WA
;r[n FGFS, Cat I || BN TN (NN
T
0 ENSMAUGD0000016825, Golden Hamster [THN T NN | |1
ENSMMUGDO000009067, Macaque T TNT TN W I
|
1 ENSPCIG00000007911, Koala T INIT TH NN
1 FGFS, Painted wrtle [ SN DN U W 1| ——
L = Ray-finned fishes: 49 homalogs 1 T ST T I T T T T 10 [ [
0 PGPS, Lamprey N NN
LEGEND
Branch Length MNodes Genes Collapsed nodes Collapsed Alignments Expanded Alignments
— x1 branch length O gene node Gene ID gene of interest collapsed sub-tree [] o- 33% aligned seq ] gap
- x10 branch length ®  speciation node Gene ID within-sp. paralog 4 collapsed (this gene) [0 33 - 66% aligned seq [ aligned seg
- %100 branch length ] dupl?cation node <« collapsed (paralog) Bl 66 - 100% aligned seq
» ambiguous node
. (%10 branch length)
o gene split event

(%100 branch length)

Obrdazek 31: Sekvencni podobnosti genu FGF5 u savcu
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5.3. Navrhovani specifickych primeru a jejich charakteristika

Primery byly navrzeny tak, aby ohrani¢ovaly 3 amplikony (A, B, C), ve kterych se nachézeji
vSechny SNP, které detekovali Kehler et al. (2007). Na nasledujicich Obrazcich jsou uvedeny
parametry navrzenych primert.

OLIGO start len tm gcs any 3' seq
LEFT PRIMER 5 23 59.21 47.83 6.00 0.00 CCCTACAAGATGCACTTAGAACC
RIGHT PRIMER 572 23 62.38 47.83 8.00 0.00 ATGTAGATGCACCTTCACCCAAC

SEQUENCE SIZE: 581
INCLUDED REGION SIZE: 581

PRODUCT SIZE: 568, PAIR ANY COMPL: 6.00, PAIR 3' COMPL: 0.00

1 CCAACCCTACAAGATGCACTTAGAACCCCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTT

SOOO55555555555555555>>

61 CTCCTCCTCTTCCTCAGCCACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTC

121 GCCCCCAAAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCGGTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGC

181 AGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCGTCTCCTCCTCCCACTCG

241 GCTTCTCTGGGCAACCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGTTTCCAGTGGAGCCCCTCG

301 GGGCGCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTAC

361 CCGGATGGCAAAGTCAATGGCTCCCATGAAGCCAATATGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTC

421 CTGGCAAAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGGATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCC

481 TGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGTCCCTCGGAACC

541 GCGGGGCGGGTTGGGTGAAGGTGCATCTACATGGCGCGCAC
<LLLLLLLLLL L L L L L L L L

Obrazek 32: Pozice a parametry navrzenych primerii pro amplifikaci amplikonu A genu
FGF5 u kocky domaci
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http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ

OLIGO start len tm gcs any 3' seq

LEFT PRIMER 12 24 61.62 41.67 4.00 0.00 TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTT
RIGHT PRIMER 407 23 62.70 47.83 5.00 0.00 CTGAGCAAATTGTCCCTCTACCA
SEQUENCE SIZE: 444

INCLUDED REGION SIZE: 444

PRODUCT SIZE: 396, PAIR ANY COMPL: 4.00, PAIR 3' COMPL: 1.00

1 GTTATTTTAAATGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTCTTTTTTAACATAATGAATGTTATG

SEESS55555555555555>55>>>

61 GAAAATAAGGATGTTAAATACTGTTTTTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAA

121 GAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGAGGAGTCTGTGTTTTATTTT

181 GGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGTAGGA

241 ATACGAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCA

301 AGTGTAAGTAGAACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGA

361 ATGGAATGAAGTGATTTTCTACATTGGTAGAGGGACAATTTGCTCAGAGGACTTAATGTG

<L LLL L L L L L L L L L

421 TGTGTGTGTGTGTGTTTTTAATTA

Obrazek 32: Pozice a parametry navrzenych primeri pro amplifikaci amplikonu B genu
FGF5 u kocky domact
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http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_START
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_LEN
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_TM
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_GC
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_ANY
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_REPEAT
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3_www_results_help.html#PRIMER_OLIGO_SEQ

OLIGO start 1len tm gc% any 3' seq

LEFT PRIMER 32 23 62.68 43.48 5.00 3.00 GGAAGTTTTCCGTCAGTGGAAAT
RIGHT PRIMER 631 23 62.95 47.83 5.00 3.00 CGCTGAAACAAGTGACTGGACTT
SEQUENCE SIZE: 664

INCLUDED REGION SIZE: 664

PRODUCT SIZE: 600, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

1 CCAATATGTCTTTACAAGAGAGAATGGAGGAGGAAGTTTTCCGTCAGTGGAAATTTTGGT

SESSS555555555555555>>>

61 TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAAAATATTATTACTATTTACA

121 AGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTTACCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCG

181 ATTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGG

241 CCGGGAATGGTATGTGGCCCTCAACAAGAGAGGGAAAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCG

301 GGTTAAACCCCAGCACATCTCTACCCACTTTCTGCCAAGATTCAAGCAGCTGGAGCAGCC

361 AGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCCAGTCCTGTCAAGCC

421 AAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAAAAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACTCAAATT

481 TCGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTT

541 CCACGGGTGTCTTTATGGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCA

601 CCGTAGTGAAGTCCAGTCACTTGTTTCAGCGCGACTGAAACAAAACTGTTTTCTGATAGG
<LLLLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

Obrazek 33: Pozice a parametry navrzenych primerii pro amplifikaci amplikonu C genu
FGF5 u kocky domaci

5.4. Vysledky amplifikace vybranych fragmentii genu FGF5

Pomoci elektroforézy byla ovéfena specificnost amplifikace a velikosti jednotlivych
amplikontl. Vysledky elektroforézy jsou prezentovany na Obrazku 34.
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atlcosrsta KO4
atlcosrsta KOS
atlcosrsta KO4
atlcosrsta KOS5
atlcosrsta KO4
atlcosrsta KOS

britska dlouhosrsta K1
britska dlouhosrsta KO2
britskca dlovhosrsta KO1
britskea dlovhosrsta K032
brtska dlouhosrsta K01
brtska dlouhosrsta KO2

britska
britska
britska
britska
britska
britsla

S

— N e S S —
568 bp 396 bp

amplikon A amplikon B amplikon C

5 - GeneBuler 100 bp DNA Ladder (Thermo ScientificTM)

Obrazek 34: Vysledky elektroforetické separace amplikonit A, B, C genu FGF5
5.5. Sekvenacni analyza a detekce SNP v amplikonech genu FGF5

U vSech hodnocenych vzorkt byly spolehlivé ziskany sekvence vSech amplikoni, které jsou
uvedeny nize. Oblasti nasedani primertt u amplikonu A jsou oznaceny zlutou barvou, u
amplikonu B zelené a u amplikonu C ¢ervené. U kazdého amplikonu jsou rdmeckem vyznaceny
SNP popsané Kehler et al. (2007). Modie podbarvenym rameckem jsou vyznac¢eny mutace M1
(amplikon A), M2 (amplikon B), M3 a M4 (amplikon C)

Britska kratkosrsta (KO4,KO5) — amplikon A
[CCCTACAAGATGCACTTAGAACCICCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCARAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCGRACTCCT
CCTCCCCTCGGCTTCTCTGGGCAACCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGTTTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAAAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGGGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT]

Britska kratkosrsta (KO4, KOS5) —amplikon B
[TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTCTTTTTTAACATAATGAATGTTATGGARAATAAGGATGTTAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATACIGAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
AACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACATIEG
IGTAGAGGGACAATTTGCTCAG
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Britska kratkosrsta (KO4, KO5) — amplikon C

S T T T GG T TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAAAATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCARATTIFAICCGATGACTGCAAGT TCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAACJAAGAGAGGGARAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTAAACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCARCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAARAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACT[GRAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGT GO

Britska dlouhosrsta (KO1, KO2) —amplikon A
[CCCTACAAGATGCACTTAGAACCCCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCARAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCGRICTCCT
CCTCCCJCTCGGCTTCTCTGGGCAACCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGTTTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAAAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGEGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT,

Britska dlouhosrsta (KO1, KO2) —amplikon B
[TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTCTTTTTTAACATAATGAATGT TATGGAAAATAAGGATGT TAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATACIGAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
ARCCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACATIEG
|GTAGAGGGACAATTTGCTCAG

Britska dlouhosrsta (KO1, KO2) —amplikon ¢

e EEEA T T T GG T TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAAAATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTIEGCCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAAJAAGAGAGGGAAAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTARACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCARCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGARAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAAAAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACT|GRAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGTCHNCINCIA A eE

Exoticka (KO7, KO8) — amplikon A
[CCCTACAAGATGCACTTAGAACC|CCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCARAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCGICTCCT
CCTCCCACTCGGCTTCTCTGGGCARCCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGT TTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAAAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGGGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT]
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Exoticka (KO7, KO8) — amplikon B
|TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTKTTTTTTAACATAATGAATGTTATGGAAAATAAGGATGTTAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATN@GAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
AACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACATE@
|GTAGAGGGACAATTTGCTCAG

Exoticka (KO7, KO8) —amplikon C

S T T T GG T TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAARATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTIFAICCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAA[CJAAGAGAGGGARAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTARAACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCA[GCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAARAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACTCRAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGTC GO

Perska (KO9, KO10) —amplikon A
[CCCTACAAGATGCACTTAGAACCICCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCARAAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCGICTCCT
CCTCCCRACTCGGCTTCTCTGGGCARCCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGT TTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAAAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGGGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT

Perska (KO9, KO10) — amplikon B
|TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTKTTTTTTAACATAATGAATGTTATGGAAAATAAGGATGTTAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATM@GAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
AACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACATE@
IGTAGAGGGACAATTTGCTCAG

Perska (KO9, KO10) —amplikon C

B EEE A T T T GG T TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGARRATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTIEGCCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAA[JAAGAGAGGGARAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTARACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCA[GCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAAAAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACT[CRAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGT G|
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Mainska myvali (KO14, KO15) —amplikon A
|CCCTACAAGATGCACTTAGAACCICCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCAAAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCGCTCCT
CCTCCCACTCGGCTTCTCTGGGCARCCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGT TTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCARAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGGGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT]

Mainska myvali (KO14, KO15) — amplikon B
[TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTCTTTTTTAACATAATGAATGT TATGGAAAATAAGGATGT TAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATA[CIGAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
AACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACAT[TG
|GTAGAGGGACAATTTGCTCAG

Mainska myvali (KO14, KO15) —amplikon C
TTTGGTTTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAAAATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTIEGCCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAACAAGAGAGGGAAAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTAAACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCAGCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAAAAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACT/CAAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGTC NI

Devon rex (KO22, KO23) — amplikon A
[CCCTACAAGATGCACTTAGAACCICCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCARAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCEICTCCT
CCTCCClCTCGGCTTCTCTGGGCAACCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGTTTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAAAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTARGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGGGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT]

Devon rex (KO22, KO23) — amplikon B
|TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTICTTTTTTAACATAATGAATGTTATGGAAAATAAGGATGTTAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATA@GAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
AACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACAT
IGTAGAGGGACAATTTGCTCAG
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Devon rex (KO22, KO23) — amplikon C

e T T T GG T TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAAAATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTIFAICCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAACAAGAGAGGGAAAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTAAACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCA[GCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAARAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACT[CRAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGT GO

Sphynx (KO6) — amplikon A
[CCCTACARGATGCACTTAGAACCICCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTCAGCC
ACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCARAGGGCAACCCGGACCCGCAGCCACCG
GTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCCTCCETICTCCT
CCTCCCCTCGGCTTCTCTGGGCAACCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGTTTCCAGTGGAGCCCCTCGGGGC
GCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGATGGCAAAGTCAATG
GCTCCCATGAAGCCAATAGGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCARAGCGCGTCCTAAGCGGGCGATGGGGGG
ATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCTGGCTCCTGGGACTCAGCTGT
CCCTCGGAACCGCGGGGCGEGTTGGGTGAAGGTGCATCTACAT,

Sphynx (KO6) — amplikon B
[TGAACACTTGACTGCTAGGCTTTTCTTTTTTAACATAATGAATGTTATGGAAAATAAGGATGTTAAATACTGTTT
TTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAATGGTATATAGA
GGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCTCAGGGGATTGT
AGGAATACIGAGGAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCATGCAAGTGTAAGTAG
ARCCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAAGTGATTTTCTACATIEG
|GTAGAGGGACAATTTGCTCAG

Sphynx (KO6) — amplikon C
B T T T GG T TTTCCTTTACAGTATAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAARATAT
TATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAAATTIFAICCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGA
TTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACACAGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTG
GCCCTCAA[JAAGAGAGGGARAGCTAAGCGAGGCTGCAGCCCGCGGGTTARACCCCAGCACATCTCTACCCACTTT
CTGCCAAGATTCAAGCAGCTGGAGCAGCCAGAACTTTCTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCC
AGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCTCGGAAAAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACT|GAAATTT
CGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAAACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTAT

GGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAGCTACACTCCACCGTAGTCHNIECI AR

5.6. Detekce publikovanych mutaci genu FGFS zodpovédnych za dlouhou
srst

Pomoci programu BioEdit 7.0.5.2. (Hall, 1999) byly porovnany oblasti amplikoni A, B a C, ve
kterych se nachazeji kauzalni mutace pro délku srsti (M1-4) detekované Kehler et al. (2007).
Vysledky porovnani jsou prezentovany na Obrazku 35. Muta¢ni mista jsou vyznacena ¢ervenym
rame¢kem. Z Obrazku je patrné, ze v hodnoceném vzorku sedmi plemen s délkou srsti
korelovala pouze posledni mutace M4.
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amplikon 2
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Britska kratkosrsta (Ro4,E05)
Exoticksd (RO7, EKO8) amplikon &
Devon rex (K022, RC23) amplikon 2
Sphynx (FKCE) amplikon &

Britska dlouhosrsta (R0Ol, E02Z) amplikon 4
Perska (F0S%, Fol0) amplikon &
Mainsk& myvali (ECl4, E0Ol5) amplikon B
AMPLIEON B
I
=

Britska kratkosrsta (K04, EOS)
Exotickid (K07, F08) amplikon B
Devon rex (K022, E023) amplikon B
Sphynx (ECE) amplikon B
Britska dlouhosrsta (EQl, EQZ)
Perska (F09%, Rol0) amplikon B
Mainska myvali (R0l4, Fol5) amplikon B

amplikon B

amplikon B

AMPLIEOH C

|
=
Britska kratkosrsta (Ro4, EOS) c
Exotickd (RKO7, EKO8) amplikon C
Devon rex (K022, R023) amplikon C
Sphynx (F0E) amplikon C

amplikon

Britska dlouhosrsta (R0l, E0Z) amplikon C
Perskad (KR0S, E0Ol0) amplikon C
Mainskd myvali (Kol4, Eol5) amplikon C

mutace I

mutace II
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mutace III

Obrazek 35: Porovnani mutacnich mist (M1-4) pomoci programu Bioedit
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6. Diskuze

6.1. Vybér modelovych plemen

Kehler et al. (2007) pouzili pro svou studii vzorky ziskané od ptislusniki 24
cistokrevnych plemen, konkrétn¢ habesské, americké kratkosrsté, britské kratkosrsté, burmily,
kartouzské, cornish rex, devon rex, egyptskd mau, havanské, ocicat, ruské modré, siamské,
turecké angory, balinéské, himalajské, birmy, mainské myvali, norské lesni, perské, ragdoll,
sibifské, somalské, skotské klapouché, manx a turecké van. Drogemiiller et al. (2007) pouZili
somalske, perské, mainské myvali, ragdoll, norské lesni, habesskeé, siamskeé, britské
kratkosrsté a dlouhosrsté 1 kratkosrsté neuslechtilé kocky.

Subjekty pro tuto praci byly vybrany tak, aby byly zastoupeny kocky plemen
dlouhosrstych (mainsk4d myvali, perska, britskd dlouhosrstd), kratkosrstych bez sesterského
dlouhosrstého plemene (devon rex), kratkosrstych s dlouhosrstym sesterskym plemenem
(exoticka, britskd dlouhosrstd) a bezsrstych (kanadsky sphynx).

6.2. lzolace DNA

Pro tcely této prace byla DNA z bukalnich stérii izolovana pomoci kitu NucleoSpin®
Tissue od vyrobce Machery-Nagel ur¢enym pro izolaci genomické DNA. Aberdein et al.
(2016) pro tento ucel pouzivali Roche High-pure FFPE Kit (vyrobce Roche Diagnostics).
Gandolfi et al. (2013) pouzivali DNAeasy Kit (vyrobce Qiagen).

Dle vysledki této prace a srovnani komer¢nich kit (Tomaso et al. 2010) jsou vSechny
jmenované kity velmi vhodné pro izolaci vysoce Cisté genomické DNA kocky domaci.

6.3. Detekce kauzalni mutace genu FGF5

Tato bakalaiska prace vychazela piedevsim z vysledku studii Kehler et al. (2007) a
Drogemiiller et al. (2007), které se zaméfovaly na problematiku genu FGF5 u kocek.
Kandidatni mutace FGF5 M1 (inzerce ¢.356insT), M2 (substituce ¢.406C>T), M3 (delece
C.474delT), M4 (substituce c.475A>C) byly zvoleny na zaklad¢ prace Kehler et al. (2007).
Tito autofi detekovali mutace na zaklad¢ restrikéniho §t€peni PCR produkti.

Vzhledem k tomu, Ze tato prace byla fesena v letech 2018 -2019, byla pro detekci mutaci
genu pouzita spolehlivé a jednoznacné metoda sekvenace ziskanych amplikont. Pro aplikaci
této metody bylo vyuZito aktudlnich poznatkl o celogenomickém sekvenovani kocky domaci
(Warren & Murphy 2017). Sekvence publikované v databazi Ensembl tak umoznila navrzeni
originalnich specifickych primert ohranicujici kauzalni mutace navrzené Kehler et al. Tito
autofi svou detekéni techniku vyvinuli v roce 2007, kdy pouze odhadovali, jak by mohla
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vypadat exon-intronova struktura genu FGF5 na zakladé srovnani s druhy se znamou
kompletni sekvenci.

Bioinformatické analyza, kterd byla provedena na zacatku experimentélni prace,
potvrdila, ze Kehler at al. spravné odhadli pozice SNP véetné typt kauzalnich mutaci M1-M4,
Tento vysledek potvrdil hypotézu o vlivu mutaci na délku srsti, a sou¢asné¢ umoznil navrzeni
specifickych primert, které odpovidaly genomu kocky domaci.

Z chovatelské praxe vyplyva, ze se dlouhosrstost dédi mendelisticky jako recesivni znak,
jak tvrdi také chovatelské publikace Siler et al. (2012), Rihové (2007) a Verhoef-Verhallen
(2004). Vysledky této prace tento predpoklad potvrzuji, ackoliv se jedné o vice nez jednu
verzi recesivni alely (v chovatelské praxi nemd smysl tyto alely rozliSovat).
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7. Zavér

Literarni reSerSe byla zaméfena na problematiku délky srsti u ko¢ky domaci (Felis catus),
zejména jejiho genetického podminéni genem FGF5. Pojednava o plemenech kocek
s dlouhosrstymi variantami a jejich historii, dale o struktufe Srsti a jejich anomaliich. Shrnuje
dosavadni poznatky o genu FGF5 a jeho mutacich u kocek a dalSich saveu, u nichz byl
pozorovan.

Pro experimentalni ¢ast bylo vybrano 13 prislusniki 7 vybranych plemen kocek — britska
kratkosrsta kocka, britska dlouhosrsta kocka, devon rex, mainska myvali koc¢ka, perska,
exoticka a kanadsky sphynx. 6 testovanych subjekti byly ptislusniky dlouhosrstych plemen, 4
kratkosrstych plemen s dlouhosrstymi variantami a 3 Cisté kratkosrstych plemen ¢i bezsrstych
kontrastnich plemen.

Vysledky sjednocujici poznatky z experimentalni ¢asti prace a literarni reSerSe jsou
shrnuty v nasledujicich bodech, které soucasné odpovidaji na vyslovené védecké hypotézy:

DNA izolované z bukalnich stérti vykazovala vyborné parametry pro nasledujici PCR
analyzy. Byla tak potvrzena hypotéza, Ze vhodny vychozi biologicky material je nezbytnym
piedpokladem pro dalsi genetické analyzy

= Pfi¢innou vzniku dlouhosrstého fenotypu je jedna ze étyt bodovych mutaci: M1 (FGF5
€.356insT), M2 (FGF5 ¢.406C>T), M3 (FGF5 c.474delT) a M4 (FGF5 c.475A>C).

= U vSech dlouhosrstych jedinct byla zjisténa homozygotni sestava alely
jmenovanych a vyskytujici se napfi¢ plemeny. Zaver této prace se s touto hypotézou
shoduje. Kratkosrsti jedinci méli homozygotni sestavu pro divoké alely.

= Primery byly vhodn¢ navrzeny pro amplifikaci vybranych oblasti genu FGF5.

= Sekvenace amplikontl s vyuzitim popsaného metodického postupu se ukézala jako
vhodny nastroj pro jednoznaénou detekci kauzalnich mutaci genu FGF5.

V chovu kratkosrstych plemen se objevuji dlouhosrsta kotata. Tato kot'ata jsou obvykle
nezadouci, pfilezitostné vSak davaji vzniku dlouhosrstym plemennym variantam. Genetické
dlouhosrsté kocky (nejcastéji perské) za ucelem vymyceni recesivnich alel z chovu a omezeni
vyskytu nestandardnich jedinct. K dubnu 2019 je detekce mutaci genu FGF5 na ¢eském trhu
komer¢né nabizeno dvéma laboratofemi.
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Samostatné prilohy

Priloha 1: Kompletni sekvence genu FGF5 (Warren & Murphy 2017)

>chromosome:Felis_catus_9.0:B1:142162953:142187063:-1

GTGAGAGAGGACAACTGGACAGTCAGCCACAAGTGCTGGTGCCCAGACCTGCCCCTCTTGCCCTGCTGTGAGC
GCGGGTGTGCATGTGCGTTCACCCTCTCGGACACAGACCGAAAACTTCCCATACGGAAAAACAAATTCGGCAT
CATGTTTAGCGTGACCCAGAGTTTCCAATAGAAAAGCAACTCGAATTGTGGCCTAATGGCTCAGGGCGGCTCT
CTAAGTACCAAATAAGCCCGTTAAATACATTAGAGGCAACAACAGCCTTCTCCTCCAGCCGCGCCACACCAAAG
GCTTCCCAAGTTGGACTGCGAATCTTGGTTTGGTTCCCCACCGCAAGCACTCCGAAGCGCTGGGATTCTCACGG
CCGGACTTTGTTCCGGAGGGATTCCCGGGGCCAGGATTGTGCTAGCGGGGTCTGCGGGGCAACTGGAAGGG
AACCTGGAAATCGGGTCTTGGGTAGGCGAGAGTGCGTTCCGGGGACGCAGGCATGCAGCAGAGGTGGGAGA
GTCCAGGAACTCACTTCCACGTTTAAACCACCCTCCCCCCCCCATTTCGGCTGCTGCCCCCTGGAAGACTCCCAT
GCTCGCGCGGAGGTGAATTCCGCGCCGTTGGCTCCGGTGGGAGGGTGGCGGTGCGGCGCGTGAGAACTGCT
GGGGTGCGTGGCCCCGGTCTGCGCGTGCCCAGCGTCGGGGTACAGCTCCTCTCCGCCCGGCTTCTCCTCCCAC
TCACTCGCTCCCATCTCCTCCCTCCTCCACACCCCCCGCCCCCGGGACCGCGAAGCTCCCTCCCCGCACCGGCCA
GAGAGTACACAAAGCGGCGGGTGAGGGGAAGCTTCGCAGGCGTGCACCAAGCAGTGAGATCACTGGCGTTA
TAAATATCCCAGTTCCTGCGCCGAGATCCATTCGAGTGGCCTCTCTCTCTCTCCCTCCCTCTCTTCCCCGAGGCTA
TGTCCACCCGGTGCGGCGAGGGGGGCAGCGCCAGAGGCACGCAGCCGCGCGGGGGLCTACGGAGCCCAGAA
CCAA‘CCCTACAAGATGCACTTAGAACCCCCGCGGCTGGAAGAATGAGCTTGTCCTTCCTTCTCCTCCTCTTCCTC
AGCCACCTAATCCTCAGCGCCTGGGCTCACGGGGAGAAGCACCTCGCCCCCAAAGGGCAACCCGGACCCGCA
GCCACCGGTCGGAACCCGGCGGGCGCCAGCAGCAGTAGGAGCAGCAGGGCACGACGTCTTCCTCTTCTTCC
TCCGECTCCTCCTCCCCTCGGCTTCTCTGGGCAACCAAGGAAGCGGCTTGGAGCAGAGCAGTTTCCAGTGGA
GCCCCTCGGGGCGCCGGACCGGCAGCCTCTACTGCAGAGTGGGCATCGGTTTCCATCTGCAGATCTACCCGGA
TGGCAAAGTCAATGGCTCCCATGAAGCCAATAEGTTAAGTAAGTTGCTCGCCCTCCTGGCAAAGCGCGTCCTA
AGCGGGCGATGGGGGGATTCGGGAGGGACAGAGGCTATTCCCTGGCCCAGAGGCGCACCTTCCGGAGCCCT
GGCTCCTGGGACTCAGCTGTCCCTCGGAACCGCGGGGCGGIGTTGGGTGAAGGTG CATCTACATIG GCGCGCAC
ACGCGCACCCCTCTTGTGGGTATGAGGAATGGCGATTCCTGAGGTGTAGGCTACCAGAGGCTGGCGCACAAG
ACAGGTACCTTGTTTCCAGTTTGCCCGGGTCCCAAAGAGAAGCCTCCAGCCGGTGCCTGGAGAAGAAGACAAA
AATCTTTTGCTCCCTTAGTTTCTGTTTACCTTCTGCTTCTGTTCACTAGGCTAACATTTTTCATGAGGCATCAAAG
TGCATCCCCTTTCCTTGCCTATAACTGAACAGTTATTTTTCAAAAGAAGAATCAGATCTCACATGCCGGTTCCCC
CAACTGCCACCATAAACCCCAAAGTAAGGTACATGATACATCCATGTATCCGTCTATGTCTCTTGTATATGCATA
TTTGTACATTATATACATATAGAATATAGGAGAGATCAGACATCCCCTGGTTGGAAGAAGACAGCGATCTGGA
AAACTGGACACGTTTAGAGTGGGATACGTGATAGACATTCGAATTATTAATTCCAGAGTTGGGTTTAGCAACG
TTTAAGTATGTTGAGACCATGACAACACCTTGTTAGGAAGCGGCCAGCCTTTGGTCCCCAAGGACGATTAAGG
AAAAGTTCTTTATTTTGGAAGAAGGTCAGAGGTGGTTCAATTCCGTACAGGTGTACATCGTGTTAAGCTTTTTT
TTTTTTTTTTTTTTAAGCTAAGTTTTACATTCTCTTTCTGAGTTTTCTCTTTAGCTGTCTTTCCCCCCTCTTCCTATTG
CCTCTTTCCTTCCACGCCATCTGTGTTTCCAGACCTTCGCTGGCTGCCCCGCCTCTGATTCCTCTCACCGCCTCTA
GGTAGCCAAGGGGAGAGATGATTTGGGGGTGTGTGCGAGACCGGGGCGATCTCTTTGAGGCTTTTCCTCGGT
AGGGCCAGATCGCTCATCCAGCAGGGGTTAATCCAACAGATAGACACAGCAGGGGCCTGCGAGATAATCAGG
AAGAGCGGGAACGGGGCCAGGAGATCGCGCTGCGTACGGTCACCTGGCTCCGTGTGGCCGCCTGGTAGCTCC
CAGGTGTACTTAGCTTGCTTCCTTTCAAACCCACAGCCCTACGGGCCATTCAGTGGGCTTTTGACTACCCGAGCT
GCAGAGGAGCGCGGGAGCCCCAGCAGGGCAGGCAATCTGGGAGCCGCTTGCCAAGCAGGGCTGGGGGTGT
CGCGTCCATGGGGTACCCCGCTGGCAAGCCTCCTCCGGAGGGGACCGGAGGCGGGATGTGGAAGACCTGCC




GGTTCGCGCCCGCCCCTGCCCCACACCCGTCTTTTGAGCTATGCTGCTCCAGCTGGCGGTGTTACACGTGGTAG
GTGTTACACGTGGTAGCCCCCTGAACCAGAGAGGGGGCTCCTCCAAGTGTGCCCCAGCGCGTCCCGGGGCCTC
CCACACGCCCCGTGGAGGAGGCTGTTTCTACGTTTCAAGGTTCATTTCACTTTTATGAAACAACTCAACCGTCTT
TGGAGATAAAGGGCAAGGTCTGTTAGGGTGAAGGGGAATTTTCCAAGATTTCAGGGGCAGGGAGAGTCACG
TTAATTTCAGTATTTCCCTTTGTCTCTCTCATTTCCCCACACCCAACTCTTGAGTCCATCAGACACCAGAGCTCAT
TCCCCGCTTCTAGTAATCTTTCCACCTCTCTTTTTCAGGGAACCTTTTTCTGTTCTGCTCTTGTAGTTTACCCAGGA
AATTAGCATCAGCAGTAGATAACTTCTGTGTTCCCAAGGGAAGACACAAAGTTAGCATGCACCAAGCTGCAAG
TTGGGACTCAGGGGAATAAAAGAATGTGTCTTTGGTGGGTTTTGGTGTAGTAGGGATCTCTGAAAACCAGGTT
CATTCCCAAGATATTTCTCTCTTCTCTTGGAAAAGACAAAGATTCTGCACCTTAGGCCTTGCCAGAGGGGAAGT
TCTAGAAAAGTAGAGAAAGGAAATTGAGAACAAACCAGCAAAGAATACATTCAGCTAAAGAAGGCATTGACC
AATATCTTTTCTTTCCAAGGTACAATTTATTTTAAAATCCACTTTGAAAGATACTTAAAAAGAACAGGGATGTTT
ACAAAACAGTGCCTAAATAAAACTTCCTTAATTTAATACTTTTCCTAATTCATTCCAGGTTAAAATAGGCTTTCA
GGGTTTAGTCTGTATCTTTCATATGGTTTGCCATCATTCTTCACTCATTCTTCATTCATTCATTCATGCACCTATAA
TAGGCTACTTAATTCATCAAGCTTGATATTTCGATTGCTTTTGGGAGTTGGAGGATTTTTTTAAATTTGTTTTTGC
CTTCCATAGCTGTTTCATGCAGAGAAAACCATAACTTAAGTGTTTAAATCACAACGATTTTCTGCTTTGTGATGT
CTGGAGTGTCCAACATTACTAACTATGATTTTTCTACCACTGGTGGATGAGGAATTTATGAAATATGTCATGTG
TAGTGGGGGAGCATGTAATTTGGAAATTTCAAATGAGTCTCTGCCCTCAATATCTGTGAAAGAGAATCAGAAG
CCTGCTAATTGTTGGCTGGTCATCTACTTCTTTGAAAGCAGCACTTGACAGTTTCCTGACACATACATAAACTAA
AGCATTGGTCATGGACTGTTGGTTAGAGTACACAAGGAAACAATTGTGTAAGCCTCGCAAGAGACACTGAGA
GCTGGACCAAAAAGGACCATAGAGGTACCTCATCATCTCATTTTACTGTCTGTGAGTTGGCAATGATAGAGAA
CTTACAGGTTTTTTTTTTTCTTTCTTTTTTTGGTCACAGCATGCTACTTCAGAAAGAGTCAAAACTTTGCCACCAA
ACTGCAGTCTAAATGGTTCTTTTAAACTCAGTAATTTTCTGTAATGTTTGTCAGGACAGATACATATATCTGTAC
ATATACATATGTTTTACAACTATCATTTGATGTTAAAATTTCGGCAAACTGTGAATGTTTTCTAGTTTCACCATCA
GAAGTACACTCAGGCCATAAAGTTTGAAACACAGTTTATTTGGTTAAGGCATACCACTTAATATGTCCTTACCTT
CTCTTATACAGTAGTTAGCCCAAGTTTTGGACACAGAAAAAAATAATCAAGCTCATAACATTCTTATTATGAAG
AAATACTAGGGAAGAATGAAGAAAGATGGACAAGACAGATGATAAAATCCAATTATTGAATAGAAACAAAGG
GTTTGCTTTAATTCATGAACTTTCAAGTTTAGTTTCAATGCTTCTGTTGACTTATGGTGGGCCATTGAAGAATAG
GCAGTCAAGTAATTCTCAATTCAGGGAGCAAAAGTTGAAGGTTATGGCTGCACAAAGCTTAAGTTCACACAAA
ATAGGAAAATTACAATCATATATTCTGACTAAACTGAATCCTCAATTTTACTAATTTTTAAACATTGAAGTTCACT
ATCAATTTTAGTGTCCTATAGAATCAACCTTTCTATAGTCCCCCAGAATCTGTATCTACTGAATAGAAAAACTCA
AATGGAAATTTTCTATTGCTGATTTAATCATCAAGGTCTGCTACACTGGGCATTTTAAGACTCAGATTTGATAAT
GATACCCAGACATCTGTGTCTATGTGAACACAAGTAGAGAAACTTCCATTTTAAATGATTTTTCTTTGAGGATTT
TCAAATGGGCTTCTGAACATGGGATATCTATGTCATTCTAGTATGTTATTTACTAAGAAATGGGAAAAGTGAGA
AATCTGCATAATTTTATCAACCACCATTAATAGAGTCCTGTTGTATTAAAAACTCTGGAGGGGACTAAGGTAAA
CATGTAGACATATATTTTCTTCTTGAAATAAACTTACTTGGTAATATATGCCCATGCTTGCAAGTAAGTGGATTA
AACAATGTGTGCATAAATTCTTGTCTCCTTCTATCTAGATGTCAACCCCCAAATTACACCAAGAGAAAAATGGTT
CCTTCTGTTCAGCACTGCTTTTTTCTTTTGATCCTCTTACATGTGAACTCCCTAGGAAAGATAACACATTGTCTCT
AGCACCTTAATGTGAAATAATTATACTGATCCTCTCTCCTTGCCCCACTTCCTAAGTAAGAGAGGACCAGAATT
GCAGGAAAGTAAAACCTGTGTCCGTACGAATGCTCATATGTGTCTGTATGTATGTGCAGGCGTCCTGAGAAAG
GAAAGAGAGGTAGTGACAAGGTCAAAGAAAACAATGCAATTTGGCAAACATGTATTGGCTATCTATGGTCTGT
GAGATACACTTAGCCTTCCAGAATTTTGCTTTAGGGATACCATCCTGGTATCCGTAATGTGAATTGTAAATTCCG
ATAAAATTTATTGTTATTGAATCCTAGTAAAAGTCAGGAAATTACTGAAATGGAGAAAAATTTAGTTTTAGAGA
AATGTTTTCTGGGATTTCTATATGTGTGATTTAATGCATATGGGTTTAAAATATTTAGGACTCTTTAGTGAGTTA
CTGAGATTTGGCATAGTAAAATCAATAATTGTGTGATCTCTTGGAGGTGGGGTCAGGAAGCTGAATTGTAGGG
CTTGTAGAATCTGCTCCAACATTCTAGTAAAAAAGACATTGTGAAATTACTGTTGAAATTACTTTGGAAATTATG




ATCTTAATAGCATTCCCAATATTACATCATAATTATGTTAACATTTAGAAGATCATCCCAAAGTTGCCTTATGTGT
TATTTTATCTGATCTCATCTTTTATCTTTCTTGCATTCTTTATAATTTTAAATAGAATAATATATGTGAAGGTATAT
TTTTAAGCTTTCAATTGAATATAACTTTAAAAAAATTATAAAAATCCATTCATTCTCAGACAAATATCATCTTTAT
AGTAGAACTTGCAAGGAAAGAAACCATGCAGTATATAATAAAATAAGAACATTTTACATATATTATCTTATCTC
TCCCATCTAATTTATCACAATGGAAAGTTTACACAACATATACACACAGAATGTACAGTGTGTTAGGAAACAAG
TTAAATGACTCAAATAGGTTTTTCTAAAAATAGAATATGTTATGGTCAGAAGTTGTAGCTCACATAGACAAAGC
ATTAATGCTCCCATTAAACAAGTATTTCTAGAGCCTTTGTCTTGATCTTTAAAATATTAACCTATAAACATATGTA
TCCAATAAGAATTTTGTCTTTTATGCTATGGTGTATTTTTTCACTAACACGCAGGTTTGCATTTACAAAGTCAAAT
GCTTTTCTGTAGAATGGAATAAAAACGCTCTAACAATGTAGAACCATGAGTAAATTGGGGGAAAACATACAAC
CGACTCTCCTTTTCCACCAATCCCGTATTGTCTCTTTTGTTTCTATTGTTCCACACTTAGACAACTTATCAGGTTTC
CATTTCTTGCTTTTAACACATGTTTACACAGCATTCACAATCATAACCCCATCTTCCAAATATCTAAAATCATCAA
TGCTGTTTTCAATATCATTCTGTAATTGTATATACATAACTTTGTATCATGTTCTATTTATGCTTTATTAATTATAT
TATTACAGTATATTGCATTGTACATTGTATCTAACTTTACAAAGCATTATGTGTGCTTTGTCACTATTTGATAAAA
TGGCAATGCTTCAAAATCTTTGGGTGCGCATCACAAATAATTTATATGGCAACATCTATTGAAAAGAGCATTTT
GAAAACATTTTGAAGAAAATAATTTATGAGATGACAGTTTCTTTCGGAATTTCTTCCTAAAAGCAAAACTTGTTC
CTTCCTAATAGTTTTTGTTTTGTTTTTAAGAAACATCTACTAATAAAAGTGGTAGTGGCAGTTTTCTTGAGATGT
GCTTTATTTACTCTGGACTAACTACTCTTCTAACAGAAACAATAGTTCTTTTGCTACCCTTTTCCCCCATGAACTTT
CTAATCAAGTGCTTGTAAGAAGTCAAGTTGAATAAATAAATAAGCAGCAGTATTTGCTATATTTATAAGCTCAC
ATTGTGCAAAAAAGTACCCAATGAATATATTCATATATATGTATTTATGTATCTTATATATATGGTTATTCTCAAT
ACTACCTTTTTAATAAATGAAATAATTTTATATGTACTTCCAATACTGCAGGGGAGGTTGCTATTTTAAGAAAAT
CTGGTGAATTTATCTGTTCAGCAGAATACTGTTAAGATATCCTAATTAGTATATATGTTCAGAATATAATAGATT
GAAAGATTGAGATTTTCTTCCCTTCTCCTTTCCAGCCTTTTTTCTTTCCTTCCTTTCTTCCTAGGACAGGTCTCTTTT
TAGCTATAGTGAACTATATTATTTTGTCCCCCCCCCCCAATTTTTTGCAATTTGATGTAGGCAATTAACAAAAAG
CACTACCATTTTCTCATGTTCGTATAACATTATGTATGAGTTTACGACAAACAGGCAGGAATTCCAGTTATATAC
AGACTATAAATTTCATCTTCTAAAATACTCTATAAACTGTGGTATGTGATTCTCTTGACACAGTGGATGTGGACT
TTCTTTTTAAAAAAAATTTTTTTTAACGTTTATTTATTTTTTTITGAGACAGAGAGAGACAGGGCATGAATGGGGG
AGGGTCAGAGCAAGAGGGAGACACAGAATCCAAAACAGGCTCCAGCTCCAAGCTGTTGGCACAGAGCCTGAC
GCAGGGCTCGAACTCACGGACCGCGAGATCATGACCTGAGCCGGAGTCGGACGCTCAACCGACTGAGCCACC
CAGGCGCCCCTGGACTTTCAAATTATTATAGGAGACAGAGGGATGTTGACTTGATAATGCTAACTATGAAATA
CTAAATATAAACAATAATGTAATAAAATACCTTATTAATTTTTTTGCCAGAAAAGCCATTTTAAATACAAGATGT
CTCAAACCATAATGCATTAAACACTCATTGAGCCAATAATCCCAAATTATTTATAATGCTTTCAACAACTTTTTAT
GTGTAGTCTTTAAAGGAACTACTCACTGAATGATTGAATATGGTATATATTGATTTGTACTTGTATAGTTATTAC
AATTTGAGAAGAGAGATTTAGTTCATGTAAGTAAGTATTATTTGTCTCTGGCTTTCAAGTTTCTATTAGTATTGG
GTCCAAACTTTATGAGCTTCAATATTAAAAGCATTATATTATCTTTGATAGAAAACAATGGATGGGAATTCTTTT
GAAAAACATTTAAAGAAATTTCCGATTCCTTTACAACTTGAGAAGATTACTTCTATTGTTAAACATTGTTTACTA
AAAATGACTTATTATTTGTAAGGGAAGAAAGAATTATTAATGAACCAGGACTAAATTTTTGAATATTAAAATTT
GTTA'ITI'TAAAITG AACACTTGACTGCTAGG C'I'ITI1CTTTTTTAACATAATGAATGTTATG GAAAATAAGGATGTT
AAATACTGTTTTTTTTTTTTAAATCAAAACTATAAAGAATGAAAAGAATCTGTGTAGGAATTTAATTCTTCACAA
TGGTATATAGAGGAGTCTGTGTTTTATTTTGGGATTTCTGTCATCCTAGGTATTTTGGAAATATTTGCTGTGTCT
CAGGGGATTGTAG GAATA@GAG GAGTTTTCAGCAACAAATTTTTAGCGATGTCAAAAAAAGGAAAACTCCAT
GCAAGTGTAAGTAGAACCACTTTATGTTTGTTCAAGGTGTTACGGAGATTTCACATTTGTAGAATGGAATGAA
GTG A'I"I'TTCTACATITG GTAGAGGGACAATTTG CTCAGIAGGACTTAATG TGTGTGTGTGTGTGTGTTTTTAATTA
TACATACATTTAACCAAGGTGATTGTACATGTTGTTGCAAGTAACCATTTTTATATTTTATTTACTTGAAACGATA
ATACACAGTCCACAAAAATTTTTAAGGATGAATGCATTTGAAAATAGCACTCTCAAATTGATTGCCATTTTTCAT
TTATTGAAATTGGCCCAACTGAGGAGAAATATCATGGAAATAATATAGAACATTTAAAATGTACATGTITATGG




TGGCTGTGTGTGCATTTTTAGTAGATTAGGTTCTTATTCAATTTTACAAGCTATTCATGATGTCAAAAATTAGGC
CAAAGTAATATAACCTATTTTCACATCAGTAATTATGGAGAGAAACCAATAAGGAGAAGATTTTGGTTTCTTGG
AGAAATTTAATTTATTCATTTGAGGAACTCTCATTTTGTATTTTTGTTGCATTAAATAGAATACTTCTCAAAATTA
TGAAGACTAATTTTGTACTCAAAAATTTCTACAAGCCACATATATGTGTTGTAACTGATTTACAAATTAAAGATT
TCTATTTTTTTTTTTCCAAAAATGCTGATTACTTGGGAAGCATCAAAACTTTTTAAAGATAACAAATATGTTTAAC
TTAGTTTTTCTACTCACAGGTTTGGTTTACTGGTATTAGGTCCATATGCACAGCACTTAAAGGTGACTTAGGCTC
TTTCTGTAGCTTTGTCATATTAGGTCATTTGTACAAAGTAGTTATCATTTAGCGTTAGTCCTCCACTTCTTATTTTC
TTTAATTCCTACTGAATGAGTTGGAGAAATATCACCTTCTAGTGTTTGAAGTATGTAGGAACTTTTAGCTAGGA
GTGTAATCAATTGAAACTTACTATTTATGATTTTTTACCTATAGAACTTTAAAAAATTCAGTGAGAATTTCACTTG
GTTCAATCTGTAAGAATTTCAGTTTTCTTTTTTCTAGCATCTCAAGGTGATTTTTTAATACCTCTTGGAGGGGGG
TAGCAGAATTCAAGCTATTTGTGTAGTTATTTGTGGATTAAATGAGATAATACATTTAAAGCTTTTAAAACAGT
ATTTGGTACACTGTAAGTGCTCAAGAAATACTATCTGTTATATGGTAAACTAAATATAATAGATTCTAAAACTCA
GTTGGTTGAGATAAATGGAAAACCTTTGCTAATCTCTTTAATCACCCATTGCAAGAATTATAAAAAGGTTTACCT
ACTTCATTTTCTGAGGTGGTTATTGTATTCTAGCAAGCTCTACTATAGTTTTCATCAAGTAATCACTCTTTGATTA
TTTATCTTAAGAGGCAAACTTCTGCATCACTGTGGAAAAGTAGGACATGCCATTTTATAAAAAAAAAATTGATT
TTAAAAAATCCGCAGGCAGAATAGAAAACAATGACCAAACGCATCTGAACACAATCTTTTCCCCCAGTCTACTT
TAAGATTATTAAAAAATTGAAACACTTTTGGAATCTAAGCATCATAATAAAGTGTGGTGCATGTAAAGAAACTT
TCTCTTATTGCTTTGTTTTGGGTAAGCACCTTAATTTTTTAATTGTTCTGACTTATGCCCTAGTACATGCAAAAAA
TAGACCAAACTTGGGCCAGCTTCAGGGTAATTGCCACAGAACTCGAAGCATTACAAATGGATGCCAATTAGAA
AGGTCACACTGAGAGGTGAGGATACATGATTCCTCTGTCAAATGCAAGAAACAAATTTCCAGAAATTTGACCC
AAATGTCTAAGGCTGGCTGGCTGAAATAATGCAGATAATGCAAAAACAGCATCTGTTATTCTTTCTCATCTTGG
CAGGCTAAAGTTATTTCATGGAATAATGACTTTTAAACAGTACAAAGCAAGTCTTGCTCTTGTCACTCACTGAA
GCTCTTTGATATTAAAGTCGTTCTAATGACTTTGAGCTGAATTGTAGATAAAAAAATTAAGCCCTATGATTATGT
GGATTCTTCTTAAACCTATTGTCCAAGCCCGCTTTCCCTTATCTGAGCTTTTATTAGCACTTTTTCTCTAGATGGA
AACCTAATTAAATTATAACGTGATTTATTTTTAAGGAAGTTGAATTTGGAAATAGTATTAATCCTAGCAATTATC
AGTTTTATGCCCAGATGGTTTCTTCCTGTTTTCTTCTAGTTAAACACGTTGAAAAATTATTCTTGTAACTTTAGAT
ATAATCATTTGATTTAGTCTTGATTTTCACAAAATTGCATGGTCACTAAAAACGCTAAAAACCTTTATATTTTITA
GGATTAAATGTATAATTTGTGAGTTGCTTTAAATTAGTAACTGTGCAGAGGCATTTAAAGCCTACCTTTATAATC
ATTTTTCTATATATATGTGTATATTTACATCATATTGTACATCTTAAACTTACACAACGTTACATGTCAATTATACC
TCAATAAAACTGGAAAAAATTTTAAGTTAATAGAGTACTTTTAAGGTTTTATATATAAAATAAATATGAACCAA
AAATATGAAGCATTCATATAATTCTGGGGGAAGTAATTTCCATACTGTATTAAGAAATATTCATGGATAATTGT
AGATTCTCAGCTTAGTTTTTATAGTAACAATTAGAATATTAAAAATTAGTTGCTGGGCACAGACAACGCATTTG
CATAGTTCTTTAAAAGTTCTTTCACTCACATTATCTCATTACATGATTAGGTGAGGAAAGAGTCTTAGAGATGTT
AAATAATTTCGTTAAGTTAACACAGTTAACAAGTGATTGAACCAGAACCATCCTTTTAACATCCTGTTTCTCTGC
AAATGCTACAATGCTTTGTAGGTAAAATTTAGTTGAGAGAAGATACTAAATTTTGTTTGGAACCAATTACATGG
TTTTCACCTATTATTTTATAGGAATTAACAATCGCACAGCTTAGTAATATTTTTATACTACATGTCAAAGAATAAA
TATTGTGGCACATCCTTACAATATTTITGCTCGTGCGTCGCCTCCCCATCTTACGCAAGCTCTGTTCGGACTCTTTT
TTTCCCATCTATTTCTGTGTCTTTAGTTTCTGTGTCTGCCGCAGAACCTATCACAGAGTTTTGCACACATTGGTGG
TTCAATGTGATGATGCGCCACATAGGAAACGCCTCTCAAAATGAACTTTCAAAGCAGAAGAGAGCTATATTITG
CTCACTGAAAAATTTCATTTATAAAATGCTTCATTATCAGTAGACGCAAAAATGGCAAACCAAAGCATGAGCCC
AGAATGGGTACACTTAGGCAATACTGGTACTGATTTTTTTCGCGTGTGCTAAGTTCGTTAATTCAGTGTGCATG
GCTTCCTGACTCATTCAACCTACACATGTCGCAATCTATATGCAGCTCTCCTTAAAATCTTTACTAGTATACTTCA
AATACACAGTGCAGCCAGATTCCTACCATGCAGGTTTTTTCGGCATTCTTTACAAGGGTGAAGATGTATGGTCT
TCTCCTTCTTCAAGATGTGTTGGGAATCTTCGAGAGTGGGAGTAGGCGACTGCTTCCCAAAGAGCCATGAGGG
TGAGTCAGAGCCTTCACTGAGACCTCCACTGTCCTTTTGAACTCATTCCAGGCTGAGGTACCTTGTGGAAAAGA
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GCACCCTTCTCTTTCTGTCTGTGTCTCTGACTGCTCGTCTGTTCCTGTTCCCTCCTCACTCTGTTCCTGCTCTCTCC
TCAGGTTTGTTATCTCTATGGAAATCCCCATAGAGCACCTTTCTGGATTTATATGAGGTGGGTGCAGATGTAGG
AGTGAGAGACCTCAAGTGTGGTGGTTACAAGCATAGTCAGATTGTGTCATTCTAGTTAAATTAAAACTAGTCAT
TTTACTTAATCTTTCGCTTCTGTGGTTTTATGAATTGTAAAAGGACAAAGACTAAAATCATGATCTATTGTGATA
GTTGCGCAGTTTAAATGAGATAATACATATAAAATACTTAGAATAGTGCCTGGGAAGTATTCAGCATTTAATTT
AGAAAAGATCTTCCTTAATTTGCTCTCAGGCAGCTGTTTGATGATCCTGTCTCCTCTCTTAGAAGACGACTTTCG
GGGCGCCTGGGTGGCGCAGTCGGTTAAGCGTCCGACTTCAGCCAGGTCACGATCTCGCGGTCTGTGAGTTCG
GGCCCCGCGTCGGGCTCTGGGCTGATGGCTCGGAGCCTGGAGCCTGTTTCCGATTCTGTGTCTCCCTCTCTCTC
TGCCCCTCCCCCGTTCATGCTCTGTCTCTCTCTGTCTCAAAAATAAAATAAAATGTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGAAGACGACTTTCTGATTTGGGGGTCAGGCAGCT
GTGACCCTTCAGATATTTAGACCAGCCCCAAATCCTGTTTATCACTGACCTTCTTTTTTTTTTTCCTTTAGGTCCAC
TTTTAGGCACTTTTTGCGCCTACAAGAGCCCCTTATCTCCAGAGTTTCCTTTTTTTCAAGAAACCTAATTTGAAAG
CAAAATTCCCAGGCTCAAGGTCTTAAAGAGGCAAGGATTTCTTAATGATCATAATCTCATAACACTTTTAGACC
CCTGTTGCATCCTGTTCTTTTCCTAAAGAAAATGTAAATCTTGGAAAGGATGGTTGTAATGTATTTTTTTTITTTIT
TTTGCCTTTTCGTAAAGCACGAATGATAGCACATTACCTATTGGGGAAGAAACATTTTAGCTTATTTTAAAGGTC
CAGAGAGAAGCATGTGGTAGAATTATTTTTGTTTCTCAGGGTTTTAGGGGATCATGTTTGGAAGGAAAGCTAA
TTGCAGAGTTTACGAAACAGGCATGGAATGTGTGCTTGATCAGCCCTAAGCAAGGACTAGAACGTCTTCCTTTC
CTGGTTTCGGAGGGTGCCAGCTGGCTTGCCCGGGATGGGAGTCTGGACTGGACTTCCTGCGCTGGGGGCAGT
GTGAGCAGGAGTCAGCAGCCTCGAGAGCTGGGCATGTTTACTGAAAGGGGAAATGGACGCTTGAGCAATAGT
TACCATCATTATCATAAAAAAATAACCTATTAAGCACTCCACTCTCCCAGTCAAGACCATGAGCTCTTTAAAGGC
ATTTGAATAGAAACTTCTCTTGCCCTCTAAAGGCTTTCAATTTACGTAGTAAAACTGAGTGTCCAGTTATTCAGT
CTCAAAACTGGGGTCAGGGTGCTGCCTTTACAGTAAATGCTGGTTTTCCCGTAATTTCACACTACGTTGATCGA
GCTAGAGAGCCTATTTTGTTGCGAAAATCTGGGTGCCATGAATTAACTTGCAGCTTCATTTCACCTACAGCGAG
AGAGGGTGTTCTATTCCTCCAATGGTTGGGGGAATGGCTTTGTTTTTTATCAGCATTTTTGTCAGTATCGGCAA
CTTCAAGACAAGTAGGACTATACAGAAATCTAGGAGATGCCCTTGGGTCTCTATAGCGTGAAGGAGCTGGAAT
CTAAGAATCAGAAGATGGGAGATTTAAGTCACAGGTGCTGACCCTGGCATTTGGTAAACATGGGGCTTTAGAT
GAATCTTCGTCTTTATTTCTCTGACTGGAGGATTAGACAATAGCATCCTACTAGTCATGAGATTATTGTGAAGGT
GAACTAATAGATGCAAAACCCCTGGTGCATACAGTAGCCCTCAATAGCCCCTCTTTTTGAGCTGTTAAAAGCAT
CAGAGGGAAAACTCTTACTTCACCTGCATCAAATCACACGGGGTGCTGGTTAATGACGCAATTCCAGGGTCTC
ACCTTAGATTTACTAAAGACATAACCTCTGGAGATAGGGCCTGGGGAATTTGCATTTTGAACTGGCTCCCCAAC
TAATTTTAAGTCAGTTTGTAAAGTTTGGAGGGGAACAAATCCTGTGGTTGTGATTCTTCATTACATTACTTCAGG
CTGGTTTATTGTGAAATCCAACTTGTGTATTCCCTCAGTCACTCGGGATGAAGAACTGAGATATATAATGGAAA
GATGTCCAGTGCCAAGCAGGAAATAGGCCATGCCCTGGAGATAGCATAGTATGGTTGCAACTGACCTATACAA
AGCCTATGTAGTAAAGAGTAAAAGGCAGCCCTTTGGGTGCATGTCGCCCGGCACTGGGCTGTTCCGCTTGGAA
GCGATGGGAGCAGGGGCTGCCTTTCAGCCTTTAATCACCACCAAAGGTGGGTTCCTTCGTTCAGGGAGCTTTA
AGCACAACCACACAAAACAGCCTCGGCTAAGGGCACCTGGCCGGGCAGCCCCGTAGGTGGGCGTAGGGACA
GGAACCAAGAAGCACTAAAAGGAGGTAGGGAGCCAGAAGCAGGGATGCATGCAGTCAGGAAACTTTGCTTA
CAGTACAATTTGGCTTATAATTGTTTTTATCGCAGTCTATAATAATATTTTAATTATTTAATAATATTGCAGCCCA
CAATGACATTTTAATTATTTGTATTTGGTTAATTATTTTCTTCATAAGGTTTTTCAAAAGAGGGAGGCAAATCAA
AGAAAACGAAGTGAAATAAAGAAGTAAACTTGATTAGTACCCCCACAAACTCCAAGGATTATACTCACCTTGG
TGCAAATTCACTCCTCTCTCCATACCTCTTTCATATGTTACGTATTTACTTGTGTTGTTGCCCGTAGTGAGAATTG
GTACTTGTTTGCATAGACTCAACTCATTCACTGCAGGATCCTCACTCATCATACAACACGATATGTACTAAGGAA
CAGAACTATGTTGAGAGGTTTCAGAAAGCTTTTTGAAAAATATTGTTTCAGAAAGAATTTTTTGTTITGGCTTACT
TGACGCTCAGATTTCAACAACGCAGAATTAGTCTTTTTTAAAATATCCCGGTTAACCAAAATTTTACCTTCTTTG
AACTGAATGTGACCTTTCTTCTAAACATCCATTGTGTGTTCTCACCGTGTGAAGAGGTGAGTAGAATTAAGGCA

\Y




CGGCACCCTTCTAATCCAAAATCCATGTTTTTCTTAACTGCACTCTTTCCCTTCCTCTGAGTTATTAGGCTATCCA
AGCAAAAATGGTTAAATTTGTTTAAGGTTTATTTGTTTITGTCCATTAGGACTATATTAAATTACATAAAAATTAG
CCGGCTTGAACATTTCATTTTAATTTTGCAGTTTTGATTTGTTGAATGTAACTTGTTTTTACACTTGCAAGATCAA
GGAGAAATTAAGGAGAGGGGTGACTGAGTGTTGGGTAAGCATCAGACTCTTGATTTCGGCTCAGGTCATGAT
CTCAGGGTCATGGGATCAAGCCCCACCTCAGGCTGTCAGCACAGAGCCTGCTTGGGATTCTCTCTCTCTCCCTC
TCTCTCCCCCTCCCCTGCTCACACTCGCACATGTGTGTTTGCATGTGTGTATGTTCTCTCTCAAATAAATACACAT
CAAAAAAAACTAAGGAGAAAAACATAATGTAGCTCAACAAGGAACATGGACAGGACCATGTCTGTATTGTTTC
TCATCATAAAAGTGGCAACTAGCACAGTGCCTGACCTGTGATACATAGTCAAAAAGATCTGTGGAATAGAGTG
GTGAAAAATGAATTTGAAACAAAGATACTGGTTCTTTATGTTCGGTGTTGTGGCTGATGGTGCTAGCACGACG
AGGCAACGGGGATCCTGCTTTCAATAGCTTCTTTGAAATTTCATTCACCTCTCTATCTCACACCTCAACTATAGA
AAAAGTCTTTATGTCAGTGTCACTCTTTCTAGGGAAACAATGTAGTTCTATTGTTTTAAAAGTATATAGTTTGCC
AGGGGCACATGGGTGGCTCAGTCGGTTAAGCGACCGACTTCTGTTCAGGTCATGATATCACGGCTTGTGGGTT
CAAGCCCCTCATCTGACTCTGTGCTGACAGCTCAGCACCTGGAGTCTTCTTCGGATTCTGTGTCTCCCTGTCTCT
CTCTGCCCTTCCCCCACGCACGCTCTATCTCTCTCTCTCTCTTCCTCTCTCTCTCTCTCAAAAATAAACAAACATTA
AACATTTTTTGAAGTATATATTTTGCCAAAGGACTTCTGATAATTCAAAGGGGATTTAAAAAGTTAAAAGTAGC
CTGGAAGATTTATTATACAAAACCGTGTAATGGTAAACATCTATATGTTCAAACACCTGTAGCTAAGAACTATA
TTGCTTAGTGACTCTTTGCTATAAAACTGGTTCATGCATGATATTAGAAGCTGAAATTCATTGTTTAGGGTCACC
GTCTTGTCTGAATGAACAAGGCCAGGAATAGTGGCAGGAACAGTCAATCCCCTCAAGAAGAAACCAGATCTCT
TGGTGAAAAAAATTTGCTGAAATCTTTGTTTCAAATGGTGCTGTTCCATCACAGCTGGAAGAATTTTTCAGACA
AAACATTAATTTAGAAGTCAATTAAGAAATCCAAAACAGTCTGACCGCCTTTACTCCTCTTCTAATGCGGGATTT
TGGAAAGGCTGTGGGGCTACACGTGGTGTGTGGGTCCTTAGGTTCTGAACATCTCTGCCCTGGGTGACAGTTA
AGTAGCTCTTGAAAATCTAGAGCCCAAATAGCCTTCCTTTGTGTTAAGAAAGAACTTATGGACGTGAATCTTAA
GGAGGAAAAGAGAATGGTTTTAGATGAAATAATTTTAGCAGGTGGAGTCGGTGAGCTTTCACTCATCTGAAG
ATTCTAAGATGGAATTGCTACAGGTTTAATTCACCGTGGTGTGTGTGTGTGTGTGTATTTGTGCCAGTAAAGAA
AAGGTTAAATAATGCAGTCCACTTTAAAAAACCTGTCAAAATTGGATAAAGTGGTCACTGCTATTTCTATTTCA
GAAAATAGACTTTTGCAAAATAGGACTAGAAGTCAGGTTTGGGTATAATGTATTATATGTCTTTAAAAATGTTT
TTCAAATACATTTGAAGAAAAAAAATTAGGCAGGGTAAATATACCTGCTACTCTGTTTGATTAACCCCCCTATAC
CTTCCTAAAATGCTTATCCTTTTATGTAGCAGAAAACATTACAAATGGCTATGGCATTTATTTTAAATAAAACTTT
GGGATTATCTAATGAAATGGGAAAGCATTTAAGTCCTTTTAAGAGCTAAGTAACTATAAGAAAATCTACATTTG
ACTTGTAAGAAAGTCTTTTTAATAAAAAGAAAAATAGGGGTGCCTGGGTGGCGCAGTCGGTTAAGCGTCCGAC
TTCAGCCAGGTCACGATCTCGGGGTCCGTGGGTTCGAGCCCCGTGTCAGGCTCTGGGCTGATGGCTCAGAGCC
TGGGGCCTGTTGCCGATTCTGTGTCTCCCACTCTCTCTGCCCCTCCCCCGTTCATGCTCTGTCTTTCTCTGTCCCA
AAAATAAATAAAAAACGTTGAAAAAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAGAAAAATAGGACAGTGATGTCAGCATA
GCTCCCTTGGCCTAGACATAGGCTGGTAGGGTATGACAAGATGACAGGAATACCATAAGCAATCGTTCTTTAA
AACATCTGTTTCCAGAAGCTAGAGATCAAATCCAGGGAATCACCAGTAGACTTGTGGAGATTCTAGATATATA
GCTTCATAGTTCTCAAATAAAGAGCTTTATTGATTGAACTCTACTTGAATGTAAGGGACTTGGGTTAACCGTCG
TATGTAACATAAATGCTCTGTTGGAAGTGCTCTGAAATCGGTTGTCTTCCAATATTGTCTCTACTTTGCACGAGT
CAAAAAATTCATATGACCGTCAACAGTAGATCTAGGTGGATTCCCTTCCACTGTTCTGACTTTCAGATAACAGC
ATTGTGATCTGTATTGCAGAGGAAAGCTTGGCATTATTAGAAAAAGTAAGAAAAAAATAACTTTTAATTCTAGT
ATAGTATCTCTTGGTCTGATATGGAAAGTGTATCATATATATATTTAGTGTTTTTCTATATAGACATCAGTGTATT
TGGTATTTGCAAGCCGAGGAATTCTATACAATGGTGCTCCCTGAAATTGTGAAACCCAATGATCTAGGATAGG
AATTCTTATCCTTTGAGAGTTATGGCCTCTTTTGGATTTGATGAAAGCTACCAATATTTTTCCTAGAAAAATATTT
TGGTATTCACAATAACCCTGTGGATAAGACCTGTGGATAAGGAGCCTGACACTAAGACATTGATTGGCAGAAT
TGGTATCTGATCACAGATCTGTCTGCACGCTTATGCTCTATACCCCCAGACCATCTTCTTTTAATTCCTTAACAGA
ATCTTCTGTTAAAACTTAACTTTTTAACTAGAAATTTCAAAGTAATTTAAAGACAGTAACAGAATTGAAATATAT
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TAAGAGTTCCTATTTTTTAAATATACATTGATATTATTTCACTATGTACACAGTAAGCAGAAGTCATCAGCATTA
CAACCAGAGCAAACTAAGCATTTTCTGAGCTTTTACTGGCCTACTTTGTCAGCCTTATCTCTTGTTCCTTCTACCA
TGAATCCTACCTGGAAGTCATACTGAATTACTTACTACCTATAGTAAGTGTCATGTTGACCTGTGAACACACTGT
TCCTGCTCCCTGAGAATCATTTCCCATGTCACCTTGCTAATATCTTGTACTTGAAGACTCAGCTCAGATGTCACCT
TTTCTAGGAAAACTTCCTTGCCCTCTGCCAGCCGCCTCCATCCTCTTAGATTCCCTTCCGCTATGCTGTCATTGTT
CCCTCTGCATATCGCTGTCCTCATTCCCTGTATCAAGCTGTGCCATGACGGATGTCTACTTGTCTGCTTTTGCCAC
TATTCTGGGAACATTTCAAGGGCAGACATTATGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTCTATGTCTGT
GTCTGTGGAGGGGAAGAGAGAGAAAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGGAGAGAGAGAGAGATCTGGATGAAG
TATTGCTAGTGACTCCAAAAGTAATTTTTTCTTCTTGGCATCAAATATTCTCTCCTGTATCACTGTGTGAAGATAT
ATTTTTTCCTAAAGAACTCTAACACATGCAATATTAATAGGGCCATATGCTACCCCTCTCTCAGCACCATGAATC
ACACTGATAACATTGAAAAATGTATTCTTATTTCAAAGGAATAATATGACCCCATTTCTCGAAACATGCATTCAT
GTTTTATCAGGCAATTGTTCCTTAGTAATTCAGTTCTATTTATTTTCTTGATGGCTTAAGAGGGGAAAAATATTA
AAATATTAGAAGTTATTTTTTTACTGCAAATCTCAAAGTAATTTAAAAACCATAACAGAATTTCAACATATTAAG
GGTTCCTGTTATCAATTTTAGATACATTGATGTTATTTCACTAAGTATACAGTAAACAGAAATCAACATTACAAA
GATGAATAAAGTAGGAAGATAGAAATGAAAATGGTAATTTAAAGCAACTTTTTAAAAGAAGCCAATATGTCTC
TGGGCACCTGGGTGGCTCAGTCAGTTAAGCATTTGTCTGACTCTTGATTTCAGCTCAGGTCATGATCTCACAGT
TTCCTGAGTTCAAGCCCCACGTTGGGCTCTGCGCTGGCAGTGCTGAGCCTGCTTGAGATTCTCCCTCTCTCTCTG
CCCCTTCTCCACTCACATTCTCTCTGTCTCTCTCAAACTAAATAAAAAAAAAAAAAACTTAAAAAAAAAAAGAGG
CCAATATGTCTTTACAAGAGAGAATGGAGGAEINGTITICCCTCACTGGAMAT T TTGGTTTTCCTTTACAGTA
TAAGACCTCATTTTATTACATGCTGAAAATATTATTACTATTTACAAGTTTTTCTTCTTTCCCCCCACCAGGCCAA
ATTTAICCGATGACTGCAAGTTCAGGGAGCGATTCCAAGAAAACAGCTATAATACCTATGCCTCAGCAATACAC
AGAACTGAGCCAGCAGGCCGGGAATGGTATGTGGCCCTCAACAAGAGAGGGAAAGCTAAGCGAGGCTGCAG
CCCGCGGGTTAAACCCCAGCACATCTCTACCCACTTTCTGCCAAGATTCAAGCA/GICTGGAGCAGCCAGAACTTT
CTTTCACGGTCACTGTTCCTGAGAAGAAAAAGCCACCCAGTCCTGTCAAGCCAAAGGTTCCCCTTTCTGCACCT
CGGAAAAGTCCCAACACCGTGAAGTACAGACTIAAATTTCGCTTTGGATAATATTCTTCTTGGCCTTGTGAGAA
ACCATGCCTTCGCCTCAGGAGTTTCCACGGGTGTCTTTATGGCTCTGAAGAAAAACGTTCGGATACACCTGCAG
CTACACTCCACCGTAGTGNNGICONGTCACTIGIIIOAGEE G ACTGAAACAAAACTGTTTTCTGATAGGAACT
GAACTGGAATTCTTTGTCCAACATAGGGAGCACACTGCTCCAGTCAGGACGACATAAAGCCTTTTGCTTTATGC
TTCGTGCATACTCTGTATTTTGAGAAAGTTAAACAGCGTGGACTATGTATTTTTCTGACTTTTACAGATCAGCCT
GAAAGAACATACATGATACATTTTTATTTTTGGTTTCCAAAGAATATTTTGATGCAGATAAAATATTTTATTAAC

TTITGTTTTTTGTTTTTTGTTGTTTTTTTTTAAAAAAAGTACCTCGGCATTGAGCATATTTTCTTACTTTTATTTTAA
TTAATATGACATAACCATTTGAATGCAGTTTATGAATATAAATGTGTTTATAGCCCATTTGTAACATGTGGATTT
TTTCATTTTTCTTATTCATCGCACTTTCATTTTTTATTTTTATTTTTTACCATACCTCAGATAATGTAAGTTTAGTCC

ATCATCTTAAAATGCTTAAATTCTCTTCAACAGCACCAAAAGCTCAGCTTAGATTTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTGCGTGTAAATTCATGACAGTATGTGGAATCCTACCCCTTTGGTGG
CTGGGCTAATAATGGCTTAGGAGTAAGGAGAAAATTAAGGATTTTTTTGATGGTATTATACACTGGAGGTAAG
GAAAAGGATTTGAGGCACAACTACACTAAGTCTGCAGCATTTACTGGGATCTGATTCTGTCTTGCCTTCATTTCT
CCTTTTATCTACTCCCCTGCCCTCATTCTTGAACAGCTGGAGGAATACATTTTATTCTGTCCATCAAGCACACACT
ATGAAACCAGAGTGCTTAAAAATACCTCTTCTATGACCCTCTGCTATCCCCACTGTATAGATCCACGGGGAGCA
ACCCACTTAGCAGAAAAACATGGAAAATCGAAGAAGATGAATCGTGTAACAGTTACGCACGTCAAGTTCTGTT
GTCAAAAATATTCTTATTACTCAGCCAAACACCCTTTGAGTTTGCTGTCCTAAAGGTAACCATCCCAATGAATAG
ATTGCCCTTTAGAATAGATACTCTCTGATGTATATTTTAAAAAAGGTGGCCGTGGAATAGAGGAAATTTAATTT
GGGAATTTGATGATTGAAAATAGCACTTTAATTCTCAACCTGCATACTGAATGTTGGGCATAAATCACAGAAAA
TTTGACTTAAGAGAATTTCCGTAATTTATTTACTTTCCCGGGCAATCATTTCTATGGAGTTCTATAAAATATAAGT
GTTTATATCAGAAATGTGCCTGTAAAAAAAGGTACAGCTAATTCTCAGAAGTATGTCTTCCACAGGAAGAGCA
VII



GAAGAATTCACAGAAAGTTTCTGTTGTATGTTTAAGCATGCTTCTTTTCTTTTAAAGGATACTAACAAACTTTTCT
AAAGTTTTGTTTATTTTGGCACACAAATGCAAAGTAGCAATTTATCACAATTGAACTTACTACTACTTAGGGAG
ATTGCCTTATTTAAATAGAAATAAACTATACACATATGATATATATGAAATCACCCATCAATGAAATCATCATGC
CTCTACTCTAGTATTGTGTTTTATTATAAAGCCAATAGTCTGATTAGACATTGTTTGCATTTAATACATGATTTAA
AACATATCAAATGAGATACTACAAAATTTTTATTTAATTTATAAATTAAAATTCTCTTGGGTTAAATGAAACAGG
GTTTTGGAAACAAAATATGTCCAACTCTCATCCAGCTGGCATATCACCTTCTATACACAGTACAAAGCTGAAAA
CAACCCTCTAGTTTACTCTCATATATTGTTAAGAATTGTACCCCGTGTATCAAATTCTTAGTACACATGAAAAATT
AAACTTGTAAAACAGAACAGTAGACGTGTTCCTAAATGGGCAAGGAAAAGATGATATTAATGATGATTAACAA
CAAACGAAATTAATGCATATATTACATTAGGCTGATGCTGCTGGTAGTTTAGGTTAAACTGCAAAATAATAGCT
TATCTTGTACTCTAGTTTGATTTGATTAGTACATGAAAGTTAAAGTAGGATAGTTACTAAATATATATCATGCAA
GTCAGGACTCATTAATTTCAAAATTTAAAGCCAAGCTAAAATTAAAAAAAAAAATTAAATTACACTTATCTTCAG
TTTACTGGCCATACACAATTACATTTAATTAATGCTCACTGAAGCTTAAAGTTACCTAAATTAATTAATTGAATG
AACTCATGTACAGAAAACACGTATAAATGTAACTCCTTACTAATACCTAGAACATTTGAAGGGGGTCCTTGCTT
ATGTCGTTTTCGATAATTTTTAAGTAACTTGGCCCGTCTAACATCAAATACGGTTGTTTAATCATGGTTACATTTA
CCTAAAAACGTCAATGAATTTGACATTAAAATTTAGGAACCTAATTTGCCTAGGAGACAGTAAATACCTTCCTA
TTGAGAATTCAGTTTTATTAA
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