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Mutace genu FGF5 a jejich vztah k délce srsti u
vybranych plemen pst vyuzivanych pro asisten¢ni aktivity

Souhrn

V této bakalaiské praci byla feSena mutace genu FGF5 a jeji vliv na délku srsti u
vybranych plemen.

Prvni Cast prace, literarni reSerse, je zamétfena na typy, délku a strukturu psi srsti a na
geny, které tyto vlastnosti ovliviiuji. Zejména na gen FGF5, jehoz mutace je zodpovédna za
dlouhosrsty fenotyp u mnoha druhti zvirat.

V druhé, experimentalni ¢asti prace byl tento gen zkouman. Byly vybrany 2 mutace,
které by mohly byt zodpovédné za dlouhosrsty fenotyp. Substituc¢ni mutace FGF5:¢c.284G>T,
kterd na 284 misté¢ v nukleotidové sekvenci provadi vyménu guaninu za tymin a duplikace
FGF5:c.145_150dupACCAGC, ktera duplikuje 6 nukleotidovy tisek DNA. Obé tyto mutace
se nachazeji v exonu 1 genu FGF5.

Vybrana plemena pro experimentalni ¢ast byla némecky ovcak, labradorsky retriever,
zlaty retriever, border kolie, bearded kolie jakozto zastupci plemen vyuzivanych pro
asistencni aktivity a Ceskoslovensky vicak, vybrany jako kontrastni plemeno, nevhodné pro
asisten¢ni aktivity, u kterého se ale v posledni dob¢ ve vétsi miie objevuji dlouhosrsti jedinci.

Experiment byl proveden na DNA, ziskané z bukalnich stéri, ziskané od 30 zastupct
plemene némecky ovcak, 30 zastupcu labradorskych retrievera, 30 zastupct zlatych
retrievera, 79 =zastupcu border kolii, 81 =zastupcu bearded kolii a 96 zastupci
Ceskoslovenskych vi¢aka.

Vyuzité metody pro detekci mutaci byly restrikéni Sté€peni a detekce mutaci na gelové
a kapilarni elektroforéza.

Zjisténé vysledky ukazuji, ze mutace zodpovédnd za dlouhosrsty fenotyp u psi je
substituéni mutace FGF5:c.284G>T. Druha otestovand teorie je, Ze Zadny z jedincii

s dlouhosrstym fenotypem nebyl nositelem duplikace FGF5:c.145 150dupACCAGC.

Klicova slova: Canis lupus familiaris, asistencni plemena, délka srsti, FGFS5, fibroblastovy
rustovy faktor 5, genotypizace



Mutations of FGF5 gene and their relation to hair length
In selected breeds of assistance dogs

Summary

The issue in this bachelor thesis is mutation in gene FGF5 and its affect on the length
of coat in model population of the breeds used in the assistance activities.

First part of this work, theoretical part, focus on types, texture and length of dogs coat
and on the genes, that affects these characteristic. Mostly on gene FGF5, whose mutation is
responsible for the long coat phenotype in many animal species.

Second, experimental, part of this work examine this gene. There are two possible
mutations responsible for longhaired phenotype. Substitution mutation FGF5:c.284G>T,
which changes guanine to thymine on 284. place in nucleotide sequences and duplication
mutation FGF5:¢.145_150dupACCAGC, that causes duplication of 6 bases. Both mutations
ale located in the exon 1 of gene FGF5.

Breeds chosen for experimental part of this work was German shepherd, Labrador
retriever, Golden retriever, Border collie and Bearded collie as representatives for breeds, that
are used in assistance activities. Czechoslovakian wolfdog was used as contrasting breed, not
suitable for assistance activities and because there is increasing number of longhaired dogs.

Molecular analysis, obtained from buccal mucous membrane cells, was applied on 30
deputies of German shepherd, 30 deputies of Labrador retriever, 30 deputies of Golden
retriever, 79 deputies of Border collie, 81 deputies of Bearded collie and 96 deputies of
Czechoslovakian wolfdog.

Used methods of analysis were restriction fragment length polymorphism and gel and
capillary electrophoresis.

Result of genotyping was, that mutation responsible for longhaired phenotype is
substitution mutation FGF5:¢c.284G>T. Second result was, that no one of longhaired
specimen carries the duplication mutation FGF5:c.145 150dupACCAGC.

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

Asistencni psi neboli psi cviceni na pomoc ¢i asistenci osob se zdravotnim ¢i jinym
postizenim, jsou stdle vice vyuzivanymi a oblibenymi pomocniky k pfekonavani a
kompenzaci postizeni. Jsou schopni lidem se zrakovym postizenim pomoci V orientaci
Vv prostoru, lidem se sluchovym postizenim signalizovat dilezité¢ zvuky z jejich okoli, télesné
postizenym podavat véci, otevirat dvefe a pomahat se sebeobsluhou a néktefi dokonce vycitit
blizici se epilepticky zachvat. DokaZou byt motivaci naptiklad pro dlouhodobé nemocné,
dementni nebo autistické lidi k uceni, pohybu, komunikaci a chuti do Zivota.

VSsichni tito psi krom vynikajicich povahovych vlastnosti musi spliiovat 1 exteriéroveé
pozadavky. M¢Eli by plsobit pratelskym dojmem, byt ptijatelné velikosti, byt pfijemni na
dotek a zaroven nendrocni na péci o srst. Z tohoto hlediska se vice hodi kratka srst nez dlouha
a hladka vice nezZ drsna.

Srst je také jednou z charakteristik plemenného standardu. Kazdé plemeno bylo
vyslechténo pro néjakou sluzbu Clovéku a typ srsti odpovi tomuto ucelu. Jiny typ srsti se hodi
pro vodniho psa, jiny pro bojového, jiny pro spolecenského, jiny pro nosice zvére.

Genem, ktery ovliviiuje délku srsti je FGF5, genem ktery ovliviiuje kadetavost srsti je
KRT71 a genem ktery ovliviluje drsnost srsti a osrsténi obli¢ejovych casti téla je RSPO2.
Kombinaci téchto tii gent 1ze dosdhnout vétSiny znamych typu srsti u pst.

Tato prace je zaméfena predevSim na gen FGF5, zodpovédny za dlouhou nebo
kratkou srst. Vyskytuje se v nékolika mutacich, z nichz v je v této praci vénovana pozornost
dvéma z nich — substituéni mutaci FGF5:¢.284G>T, ktera zplsobuje zaménu guaninu za
tymin na 284. misté v nukleotidové sekvenci a druhé duplikaci 6 part bazi na 145 misto
sekvence bazi (FGF5:c.145 150dupACCAGC.). Tyto dvé mutace byly testovany, ktera je
zodpovédna za dlouhosrsty fenotyp u psi.

Pro experimentdlni cast prace byly vybrani zastupci plemen némecky ovcak,
labradorsky retriever, zlaty retriever, border kolie, bearded kolie jako zastupci plemen
pouzivanych pro asisten¢ni Ucely a plemeno ¢eskoslovensky vI¢ak jako srovnavaci, kontrastni

plemeno, zcela nevhodné pro asistenéni ucely.



2 Cil prace
2.1 Védecké hypotézy

e Doposud byly popsany dvé mutace genu FGF5pro fibroblastovy ristovy faktor 5
(FGF5:¢.284G>T a FGF5:c¢.145_150dupACCAGC, které teoreticky mohou asociovat
S dlouhou srsti u pst. Za kauzalni mutaci lze povazovat substitu¢ni mutaci
FGF5:¢.284G>, ktera se nachdzi u vSech jedincti dlouhosrsté varianty studovaného
plemene.

e 2. Z bukalnich stéra je mozné vyizolovat dostate¢n¢ kvalitni DN A, kterd umozni
amplifikovat fragment genu FGF5 a nasledné detekovat mutace PCR-RFLP a délkového

polymorfismu amplikontl.

2.2 Cile prace

e Zpracovat literarni reSerSi zaméfenou na genetickou kontrolu dlouhosrstosti u pst.
e U modelovych plemen s variabilni délkou srsti vyizolovat genomickou DNA.
e Pomoci optimalizovanych DNA markerti identifikovat alelické varianty studovanych

lokusu.

e Porovnat vysledky genotypovani s fenotypovym projevem.



3 Literarni reSerse

3.1 Plemena psu vyuZivana pro asisten¢ni ucely a charakteristika jejich
srsti

Pro asisten¢ni ucely se vyuzivd mnoho plemen psi. Pro rtizné asistencni aktivity jsou
vhodna riizné plemena s rozdilnou povahou, velikosti i typem osrsténi. V literarni resersi se
zaméfime na plemena, kterd byla pouzita pro genetické analyzy — némecky ovcak,
labradorsky retriever, zlaty retriever, border kolie, bearded kolie, vSechna tato plemena lze
pro asisten¢ni Ucely pouzit pro jejich vyrovnanou a ptatelskou povahu, vSestranné vyuziti,
ochotu pracovat a schopnost se na praci dobfe koncentrovat.

Tato plemena byla srovnana s plemenem ceskoslovensky vi¢ak, ktery je pro asistencni
ucely zcela nevhodny z hlediska povahy. Vzhledem ke svému pivodu byvaji plasi, teritorialni
a ochotni spolupracovat pouze se svym majitelem. Byl zafazen do této prace proto, Ze je dle

standardu kratkosrsty a byl pouzit jako povahové kontrastni plemeno.

3.1.1 Skupina retrieveri

3.1.1.1 Labradorsky retriever

M3 kratkou srst, hustou, hrubou na dotek, ktera ma velmi dobré vodéodolné vlastnosti.
Péce o srst je nenaro¢na (Larkin et Stockman, 1998). Dle standardu FCI (2011) jsou uznané
barvy srsti Gplné &erna, Zluta nebo jatrova/okoladova. Zluté rozmezi od svétle krémové aZ po
lis¢i. Mala bilé skvrna na hrudi je ptipustna.

Pivodné byl vyslechtén jako pomocnik pii lov vodniho ptactva. V soucasné dobé¢ se Casto
pouziva jako slepecky pes. Ma velmi pratelskou, aktivni povahu, ma sklony k obezité.

Kohoutkova vyska do 57 cm (Larkin et Stockman, 1998).



Obrazek 1: Labradorsky retriever

¢ ¢

Dostupné z: https://www.pesweb.cz/img/ /1.000082/labrador1.jpg

3.1.1.2 Zlaty retriever

Srst ma hustou podsadu, vrchni srst je zvinéna a hladka (Larkin et Stockman, 1998). Dle
standardu FCI (2009a) jsou uznané barvy srsti: kazdy odstin zlaté nebo krémové, bez Cervené
nebo mahagonové. Nékolik bilych chlupt na hrudi je ptipustnych.

Vsestranny pes, vyslechtén pro noSeni ulovené zvéie, nyni pouzivan jako rodinny pes a pro
riznorodé¢ asistencni sluzby. Dortista do kohoutkové vysky 61 cm. Aktivni se sklony

k obezité. (Larkin et Stockman, 1998)

Obrazek 2: Zlaty retriever

Dostupné z:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/93/Golden_Retriever _Carlos %28
10581910556%29.jpg/1200px-Golden_Retriever_Carlos_%2810581910556%29.jpg
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3.1.2 Ovéacka plemena

3.1.2.1 Border collie

Vyslechténa jako pastevecky pes. Plemeno velmi bystré, hbité, inteligentni, aktivni.
Kohoutkova vyska 53 cm. (Larkin et Stockman, 1998)

Dle FCI standardu (2009b) dvé varianty — stfedné dlouha nebo kratka. U obou je vrchni
vrstva hustad a podsada mékka a hustd, dobfe odolna proti vnéjSim vlivim. Barevné jsou

povolené vSechny varianty, ale nikdy by neméla byt prevladajici barva bila.

Obrazek 3: Border kolie
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Dostupné z: http://puppyfinder.org.uk/wp/wp-content/uploads/2013/01/border_coIIie.jpg

3.1.2.2 Bearded kolie

Kohoutkovd mira az 56 cm. VySlechténa jako ovcacky pes, Vsoucasné dobé casto
pouzivané na agility a jako asisten¢ni pes. Pivodem ze Skotska. Inteligentni, aktivni,
tvrdohlavéjsi nez border kolie (Larkin et Stockman, 1998).

Dle standardu FCI (2015) je srst dvojita s mékkou a hustou podsadou. Vné&jsi vrstva je
tvofena silnymi, rovnymi, drsnymi chlupy, bez vinitosti. Chlupy na ¢enichu jsou dlouhé az
pod linii Celisti a kauddlnim smérem se prodluzuji. Ptipustné barvy jsou ervenohnéda, ¢erna,
modré, vSechny odstiny Sed¢, hnédé nebo piskové s bilymi znaky nebo bez nich. Bile se

objevuje na ptedni poloving téla.



Obrazek 4: Bearded kolie
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Dostupné z:
https://www.pets4homes.co.uk/images/breeds/79/large/444a8450e26446281a5c4ed5f0012534
Jpg

3.1.2.3 Némecky ovcak

Nejpouzivangj$i a nejvSestrannéj$i pracovni pes. Je to velmi inteligentni, pracovity a
ostrazity pes, zpravidla je tolerantni vici détem 1 ostatnim domdcim zvifatim (Larkin et
Stockman, 1998).

FCI (2010) standard pro srst povoluje dveé varianty délky srsti, kratkosrstou a dlouhosrstou,
ob¢ s podsadou. Pfipustné barvy jsou Cernd, €ernd s Cervenohnédymi, hnédymi, Zlutymi a

Sedymi znaky, sedy s ¢ernym stinovanim.

Obrazek 5 a 6: Némecky ovcak — dlouhad i kratka varianta srsti




Dostupné z: http://prilohy.forpes.cz/2011-04-27-g1.jpg a
http://www.santtulip.cz/files/pancho/Max_5ms1.jpg

3.1.2.4 Ceskoslovensky vI¢ak

Kohoutkova vySka do 75 cm. Velmi aktivni pes, nedivétivy k cizim lidem. Vytrvaly,
nadprimérné inteligentni, ma vétsi naroky na spravné vedeni a vychovu a byva ochoten
spolupracovat jen se svym majitelem. Srst ma kratkou, rovnou, hustou, charakteristickou
bilou vI¢i masku okolo tlamy, barvy vlkosedé ve vSech odstinech od stiibrosedé po
tmavosSedou. (Hartl a Jedlicka, 1996)

Obrazek 7: Ceskoslovensky vIgak
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Dostupné z: https://www.101dogbreeds.com/wp-content/uploads/2015/04/Czechoslovakian-

Wolfdog-Images.jpg



Obrazek 8: Ceskoslovensky vI¢ak s dlouhou srsti, ktera neodpovida standardu

© Czertice,raksa.certik'cz#

Dostupné z:
http://lwww.tobrok.sk/vyklad%20stand,%20bonit/14956396 10205948626235000 51395833
98684496006_n.jpg

3.2 Exteriér jako kritérium vhodnosti pouziti psa pro asisten¢ni aktivity

Pro asisten¢ni ucely se pouzivaji plemena, ktera se lisi riznymi exteriérovymi znaky, jako
jsou naptiklad kohoutkova vyska, télesny ramec, hmotnost, konstituce. Dalsim ze znakd je typ
osrsténi.

Dikazem exteriérové variability psi vyuZivanych pro asistenéni Ucely jsou prace
nasledujicich autord Kwong a Bartholomew (2011), Yamamoto a kol. (2011), Weiss a
Greenberg (1997), Crowley-Robinson a Blackshaw (2015). Tito autofi zvolili exteriérové
variabilni plemena zejména z diivodu experimentli zamétenych na etologii, schopnost ucit se,
reakci psti a klientii. Zadny z vy$e uvedenych autorii specializujicich se na asistenéni aktivity
pst se nevénoval genetickym mechanismtiim fidicich délku srsti.

Ve své BP jsem se zaméfila pravé na genetické aspekty zodpovédné za fenotypové rozdily
mezi kratkosrstymi a dlouhosrstymi plemeny pst, respektive jejich varietami vyuzivanymi

pro asistencni aktivity.

Vzhled psa hraje velkou roli, protoze fyzicky kontakt Clovéka a psa je zdkladnim

principem fungovani asisten¢niho psa. Pro nékteré aktivity je zasadni, aby mél klient ze psa



dobry pocit, ptisobil na né¢j piijemné, nebyl nijak odpudivy a aby hlazeni psa byla oboustranné
prijemna ¢innost. Také je dilezité, aby péce o srst byla co nejjednodussi (Svobodova, 2010).
Crowley-Robinson a Blackshaw (2015) ve své publikaci uvadéji, ze 78.7 % dotazanych

preferuje u pst vyuzivanych pro asistencni aktivity psy s kratkou srsti.

3.3 Srst a jeji typy

3.3.1 Funkce srsti

Funkce srsti je termoizolace, smyslova percepce, funguje jako bariéra proti chemickému,
fyzikdlnimu, a mikrobidlnimu poskozeni. Srst také funguje jako prostfedek ke kamuflazi nebo
k socialni komunikaci. Schopnost srsti regulovat teplotu téla tizce souvisi s jeji délkou,

hustotou, tloustkou chlupi a typem srsti (Miller et al., 2012).

3.3.2 Typy srsti

Genem, ktery ovlivituje délku srsti je FGF5, genem ktery ovlivituje kadefavost srsti je
KRT71 a genem ktery ovliviluje drsnost srsti a osrsténi obli¢ejovych casti téla je RSPO2.
Kombinaci téchto tfi genti Ize dosahnout vétSiny znamych typa srsti u psu (Cadieu et al.,

2009).



Obrazek 9: Zobrazuje, jakych variant srsti 1ze dosahnout riznymi kombinacemi genit FGF5,
RSPO2 a KRT71 v jejich piirozené nebo mutované formé (Cadieu et al., 2009).
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3.3.2.1 Kratka srst

Zakladnim typem srsti. Rovna, kratka, snadna na udrzbu. Typ srsti, ktery je K vidéni u vika
nebo primitivnich plemen (Ostrander et Ruvinsky, 2012).

3.3.2.2 Dlouha srst

Popisovana alelou 1, ktera je recesivni viici alele L pro kratkou srst. (Whitney, 1979). Dle
Ostrandera a Ruvinskyho (2012) neexistuje pouze kratka nebo dlouha srst, ale je mnoho
variant mezi tim, coz ukazuje k tomu, Ze délka srsti bude ovlivnéna jesté jinymi geny nebo
faktory vnéjsiho prostiedi. Alela I/L, je alelou genu FGF5, ktery, pokud je mutovan,
zpusobuje dlouhosrstost u pst (Housley a Venta, 2006).

3.3.2.3 Hruba srst

TéZ nazyvéana drsna nebo dratovitd. Fenotypovy projev je velmi ovlivnén délkou srsti a
kudrnatosti. Byva asociovdna s prodlouzenim srsti kolem oc¢i, cenichu (Ostrander et

Ruvinsky, 2012), za coz je zodpovédna mutace v genu RSPO2 (Cadieu et al., 2009).
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3.3.2.4 Kaderava srst

Fenotypovy projev se lisi podle délky srsti, nejlépe se kuceravost projevi na dlouhych
chlupech. Oznacovana alelou Cu - Cu® pro kudrnatou srst a Cu® pro rovnou (Ostrander et
Ruvinsky, 2012). Za kuceravost je zodpovédna mutace v genu KRT71 (Cadieu et al., 2009).

3.3.2.5 Bezsrstost

Bezsrstost je charakterizovana absenci chlupti na povrchu téla, se zachovanymi zbytky srsti
na hlaveé, usich, nohou a ocase. Bezsrstost je dominantni nad normalni srsti (Ostrander et

Ruvinsky, 2012).

3.3.3 Stavba chlupu

Rust vlasu a srsti je ovlivnén pohlavnimi, nadledvinkovymi a thyroidalnimi hormony a
faktory genetickymi (Jelinek a kol., 2001). Chlupovy folikul se sklada z epitelidlni a dermalni
Casti. Mezi epitelidlni Casti patii matrix, medulla, kortex, kutikula, vnitini epitelidlni
(kotenova) pochva a zevni epitelidlni pochva. Dermalni ¢asti jsou dermalni papila a vazivova
pochva (Kucerova a Bienova, 2012).

Chlup ma dv¢ casti — nadpokozkovou, oznaCovanou jako scapus pili, a vnofenou do klze,
oznacovanou jako koten chlupu (radix pili). Kofen se v pokoZce kyjovité rozsifuje, tim vznika
vlasova cibulka (bulbus pili). Kofen chlupu obaluji epitelové pochvy (vnitini a zevni) a
vazivova pochva (Jelinek a kol., 2001).

Vazivo z okoli chlupové cibulky se do ni zanofuje a vytvaii tak dermalni papilu s cévami.
K chlupovému folikulu jsou ptipojeny apokrinni zlazy, na polstaicich tlap i ekrinni. Chlup
vyrusta z kiize pod thlem. Tento thel mize byt ovlivnén svalovym snopcem (musculus
arrector pili), ktery pii kontrakci naptimuje chlup (Jelinek a kol., 2001).

Chlupova cibulka s pochvami tvoii vlasovy folikul. Vlasové folikuly obsahuji 2 hlavni
typy bunék: buiiky dermalni papily (DPCs), které vznikly jako derivaty mezenchymu a
epitelialni buniky kofenové pochvy a vlasové jamy, které vznikly z povrchového epitelu
(Hardy, 1992).

Chlupovy folikul ve své ristové fazi zasahuje az do podkozni tukové tkané. Nejhloubéji

ulozena baze se rozSifuje v bulbus a dermalni papila se do n¢j zanotuje a vypliuje centralni
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hladina. V ni je shromazdéna matrix s vysokou mitotickou aktivitou. Nad touto hladinou
buiiky rostou a rovnaji se do sloupce vertikdln¢ smérem k pokozce. Dale se prodluzuji a
Vv spodni tfetin€ folikulu, kde zac¢inaji keratinizovat, se nachazi keratiniza¢ni zona. Nad touto

z6nou se polomér chlupu mirné zuzuje (Kucerova a Bienova, 2012).

Obrazek 10: Schematické znadzornéni stavby chlupu
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}1

pokozka
I
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Dostupné z:
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/3/39/Anatomy_and_physiology of
animals_A_hair-cs.jpg/450px-Anatomy_and_physiology of animals_A _hair-cs.jpg

3.4 Cyklus ristu chlupt

U savcl zahrnuje vlasovy cyklus 3 faze, anagenni, katagenni a telogenni. V anageni fazi
vlasové folikuly rostou a srst se prodluzuje, Vv katagenni vlasové folikuly degraduji a

Vv telogenni fazi jsou v necinnosti (Suzuki et al., 1998).

Ristové obdobi chlupu se nazyvd anagenni faze. Je charakterizovano proliferaci a
diferenciaci bun¢k. Buniky se mitoticky déli v dolni ¢asti telogenniho folikulu. Formuji se do
sloupce a davaji znovu vzniknout chlupové papile. Vytvaii se bulbus, a zac¢ina vznikat novy

chlup. Anagenni chlup naroste za den asi 0 0,35 mm (Kucerova a Bienova, 2012).
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Chlup roste, dokud nedosahne své délky, pricemz tato délka se rtzni v zavislosti na

plemeni, konkrétnim jedinci, vnéjSich podminkach a oblasti téla (Miller et al., 2012).

Druha faze je pfechodna — katagenni. Dochazi k poklesu mitotické aktivity bun¢k v bulbu

a k jejich apoptoze (Kucerova a Bienova, 2012).

Tteti faze vyvoje chlupu je klidova - telogenni. Vlasova folikul se zkrati. Buiniky v dolni
Casti chlupu jsou mitoticky neaktivni. Chlup se uvoliuje z papily a posunuje se nahoru

k povrchu pokozky, odkud pozdéji vypadne (Kucerova a Bienova, 2012).

Tyto cykly se stfidaji stale dokola. Horni ¢ast folikulu zistava po celou dobu prakticky
stejnd, dolni dvé tfetiny prochazi cyklickymi zménami. U pst jsou tyto cykly
synchronizované, u $téhat na celém povrch téla, u starSich psii ve vinach, dochazi tak k linani
a vymén¢ srsti za hust§i nebo tidSi v zavislosti na podminkach okoli (Kucerova a Bienova,

2012).

Obrazek 10: Schematické znazornéni cyklu ristu chlupu

Telogen ; fHair. matrix
resting phase OHMINg New
Anagen Catagen 2 e hair
Active growth Dermal popilla Return to
phase Transition phase separated from anagen
2—6 years 1-2 weeks follicle

Dostupné z: http://www.hair2013.org/wp-content/uploads/2016/01/1U_M2_11.jpg
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3.5 FGF5 - gen ridici délku srsti

Fibroblast growth factor 5 (FGF-5) je protein, kodovany genem FGF5. Je to v soucasné
dob¢ jediny znamy gen, jehoz mutace vede k dlouhosrstému fenotypu u savci (Dierks et al.,
2013).

Tato skutecnost byla dokazana mnoha studiemi na kockach (Drogemiiller et al., 2007)
psech (Housley et Venta, 2006), mySich (Hébert et al., 1994), oslech (Legrand et al., 2014),
ovcich a kozach (LIU et al., 2009).

Dlouha srst je autozomalné recesivné dédicna. U pst se vyskytuje na 32 chromozomu.
FGF5 je 268 aminokyselinovy protein 29,1 kDa, ktery se také ptirozené¢ vyskytuje ve formeé
spletené varianty izoformy 123 aminokyselin FGF5S (Suzuki et al., 2000).

Obrazek 11: Mozné varianty sesttihu transkriptu FGF5 a FGF5S.
(a)

NMLS .~ . ILEl- ~LHAS .~ . AKFT- *
PR | o — LE-LHAS . .
Exon 1 Exon 2 Exon 3
NMLS " .- QUYR*
FGFSS | es— "y P

Ptevzato z Housley a Venta (2006)

He'bert et al. (1994) uvadi, ze protein FGF5 hraje klicovou roli v ristovém cyklu vlasu a
chlupti, kde piisobi jako klicova signaliza¢ni molekula pti zahéajeni pfechodu od anagenni
(rastové) faze k katagenové (regresni) fazi. I malé zmény v genu FGF5 mohou narusit jeho
expresi, coz ma za nasledek prodlouzeni anagenni faze vlasového cyklu, coz vede k
fenotyptim s dlouhymi chlupy.

FGF5 mRNA je exprimovana ve vnéjSim kofenovém plasti chlupovych folikuld. U
mutantniho genu chybi exon 1 genu FGF5, coz zpusobuje, Ze anagenni faze VI a anagenni

faze VI je abnormalné€ prodlouzena (He'bert et al., 1994).

Dle Dierkse et al., (2013) je nejcast€jsi mutace FGF5: p.Cys95Phe, ktera vede k nahradé
cysteinu fenylalaninem (Cys95—Phe). Na trovni DNA je tato aminokyselinova zaména
zpusobena substituci guaninu thyminem (G>T) na pozici na pozici 284 nukleotidu.

Mutace FGF5: p.Cys95Phe byla zcela shodné s fenotypem dlouhé srsti u mnoha plemen
pst, vyjma plemen jako afghansky chrt, japan-chin, samojed, silky teriér a jorksirsky teriér
(Housley & Venta 2006, Cadieu et al. 2009).
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Pro plemeno akita a sibifsky husky byla zjisténa mutace FGF5:p.Ala193Val. U plemene
samojed se vyskytuje tato mutace FGF5:p.Alal93Val spolu s dfive zminénou FGFS5:
p.Cys95Phe. U plemene afgansky chrt se vyskytuji mutace: FGF5:¢.559 560dupGG,
FGF5:9.8193T>A a FGF5:p.Cys95Phe (Dierks et al., 2013).

Housley a Venta, (2006), zjistili, ze vexonu 1 FGF5 existuji 2 typy mutaci, které byly
vytipovany, ze by mohly souviset s délkou srsti - FGF5:p.Cys95Phe a u nékterych jedincti
byla zjisténa druha mutace - duplikace 6 nukleotidi ACCAGC (na pozici 145- 156 bp).

Housley a Venta ve svych experimentech hodnotil vyskyt téchto mutaci u plemen s riznou
délkou srsti a pouzil plemena u kterych je fixovand pouze kratka srst, potom plemena
S dlouhou srsti a plemena u kterych existuji variety dlouhosrsta, kratkosrsta.

Zjistil, Ze vSichni jedinci, kteti jsou dlouhosrsti, byli homozygotni z hlediska vyskytu T
v pozici 284 nukleotidu — méli genotyp T/T. A soucasné vSichni tito jedinci neméli
duplikovany usek ACCAGC v pozici 145- 156 nukleotidu. Naopak vSichni kratkosrsti jedinci
byli z hlediska 284 nukleotidu rovnéz homozygotni, takze méli genotyp G/G. Z hlediska
vyskytu 6 nukleotidové mutace nebyla skupina kratkosrstych jedinci homogenni. U téchto
pst se vyskytovali jak homozygoti bez duplikace, tak homozygoti s duplikaci, tak i
heterozygoti. Z tohoto zjisténi vyplyva, ze kauzalni mutaci pro délku srsti je substitu¢ni
mutace FGF5: p.Cys95Phe a ne duplikace FGF5:¢.145 150dupACCAGC.

3.6 RSPO2 - gen Fidici tvorbu voust a obo¢i

Gen, jehoz mutace je zodpovédna za ,,furnishing® u psii. Vzhled pst, kdy je prodlouzena

srst na ¢enichu, obo¢i a spodni ¢asti nohou (Cadieu et al., 2009).

U pst je lokalizovan na 13 chromozomu. Tato mutace se projevuje dominantné (Cadieu et
al., 2009).

Mutace je zpiisobena inzerci 167 part bazi na 3'UTR konec na pozici 11,634,766 paru bazi
tfinactého chromozomu (Cadieu et al., 2009).

RSPO2 spolecné s Wnt aktivuje B-catenin (Kazanskaya et al., 2004). Wnt signalizace je
potiebnd pro vznik vlasového folikulu z ectodermu (Andl et al., 2002; Clevers, 2006). -
catenin je efektor pro mezibunéénou adhezi. Funguje jako intracelularné jako pievodnik

signalu na draze Wnt (Cadieu et al., 2009).
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Tato mutace neovlivituje protein-kodujici ¢ast genu, ale protoze 3'UTR casto koduje
elementy, které ovliviiuji stabilitu mRNA, psi s ,,furnishingem® maji v kizi ¢enichu a obo¢i
vyrazné vyssi zastoupeni RSPO2 transkriptu (Cadieu et al., 2009).

RSPO2 je normélné exprimovan v mezenchymalnich buiikdch. Mutace v RSPO2 genu také
zpusobuje zvysenou apoptézu bunek (Cadieu et al., 2009).

Navic Wnt/B-catenin cesta se podili na vzniku nadorti vlasovych folikuld a pilomatricomu
(benigni kozni nadory), (Fuchs et al., 1999), které se mnohem castéji objevuji u plemen pst s
,furnishingem* (Meuten, 2002).

3.7 KRT71 - gen ridici kaderavost srsti

KRT71 je gen, jehoz mutace vede ke kudrnaté srsti u pst (Catieu, 2009).

U pst je na 27. chromozomu a je to autozomalné¢ dominantni mutace. Je je zpiisobena
jednonukleotidovou zménou v 5,542,806 bazi. Jde o zdménu cysteinu na thymin (C — T).
Nekudrnati psi tak nesou CC genotyp, kudrnati TT. V proteinu tato zdména znamena vymeénu
Argininu za Tryptofan (Argl51—Trp). Tato mutace je v druhém exonu proteinu KRT71. U
pst je na 27 chromozomu a je t0 autozomaln¢ dominantni mutace (Cadieu, 2009).

Mezi dvéma extrémnimi typy chlupd, rovné a kudrnaté, je fada mezilehlych typl: volné
kudrliny, spirdlovité kudrliny, viny apod. VInitost srsti je mnohem napadnéjsi na dlouhé srsti,

ale zavisi také na tloust'ce chlupu, hustoté a vzoru rustu srsti (Cadieu, 2009).

3.8 Metody genetické analyzy

3.8.1 PCR

PCR je ,,in vitro“ metoda pro enzymatickou syntézu specifické DNA sekvence. Pouzivaji
se pfi ni 2 oligonukleotidové primery, které hybridizuji s opa¢nymi vlakny a vymezuji oblast,
kterou chceme nasyntetizovat. Dochdzi k rozvolnéni templatové DNA na dvé jednovldkna na
tato vldkna nasedaji primery na 3° OH konec a od toho mist je DNA polymerazou
syntetizované nové DNA vldkno. Toto nové vytvofené vladkno se v dalSim cyklu stava
templatem pro dalsi syntézu. Timto se skazdym cyklem zdvojnasobuje mnoZstvi
nasyntetizovanych tsektt DNA (Snustad a Simmons, 2009).

Cely cyklus probiha ve tiech krocich zahrnuje templatovou denaturaci dvojvlaknové DNA,

nasednuti primeru, elongaci od primeru DNA polymerazou (Erlich, 1989).
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1)

2)

3)

Denaturace templatové DNA — Denaturace probiha zahtdnim na 92 — 98°C, prvni
cyklus se zahtiva 2 - 5 minut, nasledujici cykly dle velikosti fragmentt na 15 sekund —
1 minutu. Dochazi k rozvolnéni vldken dvousroubovice na dva volné nukleotidové
fetézce. Denaturovana DNA funguje jako templat pro syntézu nového vldkna.
Annelace — denaturovana vlakna jsou hybridizovana s oligonukleotidovymi primery,
kterych je ve smési nadbytek. Inkubuji se pii 50 — 60 °C po dobu 30 vtefin. Primery
nasedaji na komplementarni tisek na templatovém vlakné¢ DNA

Prodluzovani (elongace) — DNA-polymeraza syntetizuje novy tisek DNA od primeru
az po konec templatového vldkna. Primer umoziuje nasednuti DNA — polymerazy a
ptipojovani novych nukleotidd. Prodluzovani probihd pti 70 — 72 °C po dobu 1,5

minuty.

Timto je ukoncen prvni cyklus. Nové nasyntetizovana DNA se stava templatem pro piiSti

kolo. Cykla byva obvykle mezi 15 a 30 (Snustad a Simmons, 2009).

Obrazek 12: Schematické znazornéni PCR.
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Pievzato z: https://igbiosystems.com/applications/techniques/polymerase-chain-reaction-real-

time-pcr-digital-pcr/
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3.8.2 Gelova elektroforéza nukleovych Kyselin

Agardzova gelova elektroforéza je nejjednodussi a nejvyuzivanéj$i zpisob, Kktery se
pouziva pro separaci a analyzu DNA (Lewis, 2015). Da se pouzit pro molekuly v rozmezi od
100 bp do 25 kb. Principem metody je migrace zaporné nabitych molekul DNA skrze
agar6zovy gel smérem k anodé¢. Kratsi fragmenty migruji rychleji nez vétsi. Jako vizualiza¢ni

médium, pro zvyraznéni DNA, se necastéji pouziva ethidium bromid (Lee et al., 2012).

3.8.2.1 Prabéh elektroforézy

Agarozovy gel vytvari sit’, skrze kterou prostupuji zaporné nabité¢ nukleové kyseliny.
Koncentrace gelu zavisi na velikosti DNA fragmentti, obecné plati, Ze ¢im mensi fragmenty,
tim husts$i by mél gel byt. Pouziva se koncentrace 0,5 — 4 % (Lee et al., 2012).

Do gelu je nutno pridat buffer, nejcastéji pouzivané jsou TAE (40 mM Tris-acetate, 1nM
EDTA) a TBE (45mM Tris-borate, 1mM EDTA). Do zahtaté a homogenizované smési se
pridava ethidium bromid, vétSinou o koncentraci 0,5 pg/ml (Lee et al., 2012). Ethidium
bromid je prokazatelné¢ mutagenni, ale poziva se pro jeho dobré vizualiza¢ni vlastnosti a cenu.
GelGreen, a SYBR Safe (Lewis, 2015).

Gel s napipetovanymi vzorky musi mit nejméné jeden standard molekulovych hmotnosti
v kazdé tadé. Segregace probihd v elektroforetické aparatuie za napéti vétSinou okolo 100V.

(Lewis, 2015).

Obrazek 13: Gelova elektroforéza.
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Obrazek pievzaty z http://www.iaszoology.com/gel-electrophoresis/
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3.8.3 Kapilarni elektroforéza

Metoda zalozend na separaci molekul na zdkladé jejich naboje, velikosti a struktutre. U
kapilarni elektroforézy separace probiha ve vodném roztoku elektrolytu (zpravidla roztok

pufru) nebo v gelu (Kasicka, 1997).

3.8.3.1 Principy fungovani

Zasadnim principem, je princip elektroforetické pohyblivosti, definovany jako rychlost
pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli. Rychlost je pfimo imérna néboji a nepiimo jeho
velikosti a viskozité roztoku (KaSicka, 1997).

Dalsim principem je elektroosmoticky tok. Jde o plisobeni stejnosmérného proudu na
rozhrani pevné a kapalné faze uvniti stény kapilary. Vznika tak elektricka dvojvrstva. Uvadi
se tim do pohybu veskery roztok. Unasi vSechny ¢astice stejn€, nefunguje jako segregacni

¢inidlo, ale urychluje prabéh celého procesu (Kasicka, 1997).

Elektroforéza probihd ve velmi tenkych v kiemikovych kapilarach. Vnitini pramér je
obvykle mensi nez 100 um, délka 30 — 80 cm. Detektor na konci kapilary vysila uréitou
vlnovou délku a méfi absorpci. Takto je ziskana kvalitativni a kvantitativni informace o
slozeni vzorku. Kapilarni elektromigra¢ni metody se v posledni dobé vyvinuly ve velice
funk¢éni a velmi pfesné separacni techniky. Stavaji se tak cenné¢jsi a rozsifenéjSi metodou

(Kagicka, 1997).
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4 Material a metody
4.1 Plemena psiu pouZita pro genetické analyzy

Vzorky biologického materialu byly ziskany od chovateli a majiteld psi. Ve vSech
pripadech se jednalo o jedince s prukazem pivodu a z divodi chovatelské etiky jsou jedinci
analyzovani v BP uvadéni pod anonymnimi ¢isly. U kazdého jedince je uvadéno pouze
pohlavi, zbarveni a typ osrsténi. Pocet jedincii testovanych v ramci bakalaiské prace je uveden

nize. Uplny seznam pro kazdého jedince zvlast, véetné zbarveni je uveden v tabulkach 1-6

Vv ptilohach

Plemeno Celkovy pocet Pst Fen
jedinct

Némecky oveak 30 17 13
Zlaty retriever 30 16 14
Labradorsky retriever 30 18 12
Border kolie 79 32 47
Bearded kolie 81 36 45
Ceskoslovensky vi¢ak 96 52 44

Tabulka 1: seznam pst pouzitych v bakalaiské praci

Konkrétni piehled psii, véetné jejich pohlavi a charakteru osrsténi je uveden v ptiloze.

4.2 lzolace genomické DNA

Genomicka DNA byla izolovana z bukalnich stérd. Bukalni stéry byly ziskany pomoci
sterilnich odbérovych cytologickych kartackl (Cytobrush). Bukdlni stéry provadéli chovatelé
a po dikladném zaschnuti odebranych buné€k, byly takto pfipravené vzorky zaslany do
laboratote katedry genetiky a Slechténi.

Pro izolaci DNA byl pouzit kit NucleSpin Tissue (Machery-Nagel).

Vlastni izolace DNA byla provedena ptfesné podle dodaného protokolu vyrobcem kitu.
Extrakce byla zalozena na deproteinizaci vzorki (proteinaza K), jejich lyzaci a zachyceni na
silikatové kolonce.

Degradace RNA byla provedena enzymaticky (RNaza H). Zachycené molekuly DNA byly

opakované¢ proplachnuty promyvacim pufrem a eluovany. Kvantita a kvalita izolované DNA
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byla hodnocena UV fotometricky — NanoPhotometr (Implen). Extrahovana DNA byla u v§ech

vzorkll nafedéna na jednotnou koncentraci 10ng/1pl.

4.3 Detekce substitu¢ni mutace (G>T) na pozici 284 nukleotidu genu
FGF5

4.3.1 Amplifikace mista vyskytu mutace

Oblast s vyskytem této mutace byla amplifikovana pomoci dvojice primert, které byly
navrzeny na pracovisti Katedry genetiky a $lechténi CZU v Praze. Byly pouzity primery
FGF5-284-F, jehoz potadi nukleotidu je:

5...GTCTTCCTCTTCTTCCTCCGTCT...3’

a FGF5-284-R, jehoz slozeni je:

3'... GAGCCATTGACTTTGCCATC...5’

Slozeni amplifika¢ni reakce je uvedeno v tabulce 1.

Komponenta Koncentrace
DNA 10 ng/ 1pl 30ng. 12,5 pl™
Pufr KCI 1x

MgCl, 1,5 mM

dNTP 200 uM

Primer F 0,4 uM

Primer R 0,4 uM

Enhancer — oxalacetat (Top-Bio) 2 mM

BSA 5ng. 12,5 plt
Taq polymeraza (Thermo SCIENTIFIC) 0,70 . 12,5 pl-1

Tabulka 2: Slozeni a koncentrace komponent pro PCR pro amplifikaci genu FGF5

Pro amplifikaci byl pouzit thermocykler C1000™ Thermal Cycler (BIO RAD).
Amplifikace probihala podle nasledujiciho programu FGF5284:

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

Annelace 63 °C 20 sekund } 34 cykla
Elongace 72 °C 30 sekund

Finalni elongace 72 °C 420 sekund 1 cyklus
Féaze udrzovani 12 °C o0
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4.3.2 Detekce mutace metodou PCR — RFLP, restrikéni $tépeni

Restrikéni enzym Pstl (Thermo SCIENTIFIC) rozpoznava sekvenci 5” ... CTGCAG ... 3’
v amplikonu ktery byl ziskan pomoci vyse uvedenych primert a ktery ma velikost 180 bp.

Tento enzym rozpoznava 2 §tépici mista a to v pozici 125. a 150. nukleotidu. Pozice 125.
nukleotidu v ziskaném amplikonu je pozice kauzalni mutace G>T. To znamena, ze pokud se
jedna o alelu s T v pozici 125 nukleotidu, dojde K rozstépeni amplikonu na 2 fragmenty o
velikosti 150 a 30bp pokud se jedna o alelu s G v pozici 125bp, vzniknou fragmenty o
velikosti 125, 30 a 25 bp. Pokud dany jedinec je z hlediska této mutace heterozygotni
produkty restrik¢niho $tépeni jsou fragmenty o velikost 150, 125, 30 a 25 bp.

Vlastni restrikéni Stépeni probihalo podle ndvodu uvedené¢ho vyrobcem enzymu pii teploté
37°C po dobu 16 hodin. SloZeni §tépici smési je uvedeno v tabulce 2.

Vzniklé restrikéni fragmenty byly separovany v 4% agarozovém gelu po dobu 45 minut pii
konstantnim napéti 120V. Fragmenty DNA byly vizualizovany pomoci ethidiumbromidu.
Elektroforeogramy byly vyfoceny pomoci dokumenta¢niho systému UV Transiluminator
(BIO RAD ChemiDoc XRS). Vlastni genotypizace probihala na zakladé odecteni velikosti

ziskanych restrik¢nich fragmenti.

Komponent Objem nl

Produkt PCR 5ul
H,O 9 ul

10 x Pufr O 1ul
Pstl 1ul

Tabulka 3: Slozeni smési pro restrikéni St€peni

4.4 Detekce duplikace v pozici 145- 156 nukleotidu genu FGF5

4.41 Amplifikace mista vyskytu duplikace

Oblast s vyskytem této duplikace byla amplifikovana pomoci dvojice primert, které byly
navrzeny na pracovisti Katedry genetiky a $lechténi CZU v Praze. Byly pouzity primery
FGF5-INDEL-F s nasledujici sekvenci nukleotid:

5"...GCTCACGGGGAGAAGCAC...3’
a FGF5-INDEL-R, se sekvenci nukleotidii:
3"...CGGAGGAAGAAGAGGAAGAC...5’
Primer FGFE-INDEL-F byl oznaceny fluorescencni barvou VIC. Slozeni amplifikacni

reakce je uvedeno Vv nasledujici tabulce:
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Komponent Koncentrace
DNA 10 ng/ 1ul 30ng. 12,5 pl™
Pufr KCI 1x

MgCl, 1,5mM

dNTP 200 uM

Primer F 0,4 uM

Primer R 0,4 uM

Enhancer — oxalacetat (Top-Bio) 2 mM

BSA 5ng. 12,5 It
Tag polymerdza (Thermo SCIENTIFIC) 0,70 . 12,5 ul*

Tabulka 4: Slozeni a koncentrace komponent pro PCR pro amplifikaci genu FGF5

Pro amplifikaci byl pouzit thermocykler C1000™ Thermal Cycler (BIO RAD).
Amplifikace probihala podle nasledujiciho programu FGF5IND:

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

Annelace 62 °C 20 sekund } 34 cykla
Elongace 72 °C 30 sekund

Finalni elongace 72 °C 420 sekund 1 cyklus
Faze udrzovani 12 °C o0

4.4.2 Detekce duplikace pomoci kapilarni elektroforézy

Vyse uvedeny primerovy par poskytoval v piipadé 6 nukleotidové duplikace aplikon o
velikosti 130 bp v piipadé absence této duplikace byl amplikon velky 124 bp.

Aplikované produkty byly nafedény ddH,O v poméru 1:9. K1 ul takto fedéného PCR
produktu bylo pfidano 0,2 pl velikostniho standardu LIZ 600 (Thermo SCIENTIFIC) a 12 pl
Hi-Di Formamidu. Takto pfipravené vzorky byly denaturovany v termocykleru (95°C,
Sminut) a nasledné prudce ochlazeny na 4°C. Denaturované vzorky byly pouZity pro
fragmentacni analyzu s vyuZitim pfistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Thermo
SCIENTIFIC)

23




(A N

Obrazek 14: ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (Thermo SCIENTIFIC)

Pro vlastni fragmentaci byl pouzit modul uvedeny v nasledujici tabulce:

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

Tabulka 5: Parametry piistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyser pouzitého pii genetické

analyze.
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5 Vysledky

V tabulkach 1-6 v ptiloze jsou detailni vysledky pro kazdého jedince pro 6 plemen pst
(némecky ovCak, labradorsky retriever, zlaty retriever, border kolie, bearded kolie,
Ceskoslovensky vicak), kteti byli testovani v této bakalatské praci.

Testovali jsme, zda mutace genu FGF5 zodpovédna za dlouhou srst je substituce cysteinu
na fenylalanin (FGF5: p.Cys95Phe) nebo duplikace 6 nukleotidi ACCAGC (na pozici 145-
156 bp). Jelikoz se dlouhosrstost dédi recesivné, homozygot s mutantni alelou by mél byt
dlouhosrsty.

V tabulkach v piiloze jsou uvedena ¢isla, plemeno, pohlavi, zbarveni srsti a zjisténé

vysledky zda ma jedinec mutovanou nebo nemutovanou alelu genu FGF5.

5.1 Substituéni mutace FGF5

Dle postupu popsaném v kapitole 4. Material a metody. Bylo provedeno restrikéni Stépeni
enzymem Pstl (Thermo SCIENTIFIC), stépicim v misté 150. a 125. bp. Pokud ma amplikon
na 125 misté nukleotid G, dojde k rozstépeni na 3 fragmenty (125, 30 a 25 bp). Pokud T, tak
ke Stépeni v tomto misté nedochazi a amplikon se §tépi jen na dva fragmenty (150 a 30 bp).
Heterozygot ma fragmenty o velikosti 150, 125, 30 a 25 bp.

Gelovou elektroforézou byla detekovana velikost fragmenttt o velikosti 125 a 150
nukleotidi VvV poméru k hmotnostnimu standardu (GeneRuller 100 bp). V tabulkach 1-6

v ptilohach jsou uvedeny zjisténé mutace pro kazdého jedince.

PCR produkty pfed stépenim

5

180 bp

5- GeneRRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo SCIENTIFIC)

Obrazek 15: Elektroforeogram amplikonil pied restrikénim Stépenim. Velikost amplikovi

porovnana s hmotnostnim standardem
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Obrazek 16: Elektroforeogram vysledkt stépeni amplikond restrikénim enzymem Pstl

Z elektroforeogramti byly odecteny velikost rozs§tépenych fragmenti. Zjisténé vysledky

jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach:

Tabulka 6 pro plemeno némecky ovcak, bylo testovano 30 jedincu:

Velikost fragmentti Genotyp Pocet vzorkt Délka srsti
125, 30 a 25 bp G/G 22 Dlouha
150, 125, 30 a 25 bp GIT 2 Kratka
150 a 30 bp TIT 6 Kratka
Tabulka 7 pro plemeno zlaty retriever, bylo testovano 30 jedinct:
Velikost fragmentt Genotyp Pocet vzorkl Délka srsti
125, 30 a 25 bp G/G 0 Dlouha
150, 125, 30 a 25 bp GIT 0 Kratka
150 a 30 bp TIT 30 Kratka




Tabulka 8 pro plemeno labradorsky retriever, bylo testovano 30 jedinci:

Velikost fragmenta Genotyp Pocet vzorkl Délka srsti
125,30a 25 bp G/G 30 Dlouha
150, 125, 30 a 25 bp GIT 0 Kratka
150 a 30 bp T/T 0 Kratka
Tabulka 9 pro plemeno border kolie, bylo testovano 79 jedinct:
Velikost fragmenti Genotyp Pocet vzorkt Délka srsti
125,30a 25 bp G/G 0 Dlouha
150, 125, 30 a 25 bp GIT 0 Kratka
150 a 30 bp T/T 79 Kratka
Tabulka 10 pro plemeno bearded kolie, bylo testovano 81 jedinci:
Velikost fragmentti Genotyp Pocet vzorkt Délka srsti
125, 30a 25 bp G/G 0 Dlouha
150, 125, 30 a 25 bp GIT 0 Kratka
150 a 30 bp T/T 81 Kratka
Tabulka 11 pro plemeno ¢eskoslovensky vi¢ak, bylo testovano 96 jedinct:
Velikost fragmentl Genotyp Pocet vzorkl Délka srsti
125, 30a 25 bp G/G 86 Dlouha
150, 125, 30 a 25 bp GIT 8 Kratka
150 a 30 bp T/T 2 Kratka

Mutace T/T ve vSech ptipadech korespondovala s dlouhosrstym fenotypem u daného psa.

U vSichni kratkosrsti psi vysli ve vyzkumu jako bud homozygoti pro G/G nebo heterozygoti

GIT.




5.2 Duplikace v genu FGF5

Dle postupu popsaném v kapitole 4. Material a metody byly amplifikovany vzorky DNA.
DNA vzorkl byla amplifikovana pomoci primeru FGF5-INDEL-F, ktery byl oznacen barvou
VIC. V ptipad¢ duplikace byl tento amplikon 130 bp velky, bez mutace 124 bp.

Tato mutace byla zjistovana pomoci kapilarni elektroforézy u 90 jedinct plemen némecky
ovcak, zlaty retriever a labradorsky retriever.

Nasledujici obrazky ukazuji vysledky fragmentaéni analyzy:

4000 +

2000

Alela 124 bp

2000 +

4000+

1} & .

Obrazek 17: Vysledek fragmentacni analyzy u homozygota s alelami 124/124
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Obrazek 18: Vysledek fragmentacni analyzy u heterozygota s alelami 124/130
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2000

Alela 130 bp
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1000

il

Obrazek 19: Vysledek fragmenta¢ni analyzy u homozygota s alelami 130/130
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V nasledujicich tabulkach jsou data zjisténych genotypt:

Tabulka 12 pro plemeno némecky ov¢ak, bylo testovano 30 jedincu:

Velikost fragmentli | Celkovy pocet vzorkl | Z toho kréatkosrstych | Z toho dlouhosrstych
124/124 9 3 6
124/130 7 7 0
130/130 14 14 0

Tabulka 13 pro plemeno zlaty retriever, bylo testovano 30 jedinct:

Velikost fragmentii | Celkovy pocet vzorkii | Z toho kratkosrstych | Z toho dlouhosrstych
124/124 30 0 30
124/130 0 0 0
130/130 0 0 0

Tabulka 14 pro plemeno labradorsky retriever, bylo testovano 30 jedinci:

Velikost fragmenti | Celkovy pocet vzorktli | Z toho kratkosrstych | Z toho dlouhosrstych
124/124 1 1 0
124/130 6 6 0
130/130 23 23 0

U zadného jedince z dlouhosrstych plemen nebyla zjisténa alela o velikosti 130 bp, vSichni

dlouhosrsti jedinci byli homozygotni s alelou bez duplikace (124 bp/124 bp).

U kratkosrstych plemen se naproti tomu objevily vSechny tii genotypové varianty 124/124,

124/130 i 130/130.
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6 Diskuze

Tato bakalatska prace byla postavena na zakladé vyzkumu autortt Housley a Venta (2006),
Dierks a spol. (2013), Cadieu a spol. (2009), Suzuki a spol. (2000), ktefi zkoumali geny
ovliviwgjici strukturu srsti. Jako kandidatni mutace byly vybrany FGF5:c.284G>T a
FGF5:¢c.145 150dupACCAGC, dle vzoru prace Housley a Venta (2006). Cilem této prace

bylo ovértit, ktera z téchto mutaci genu FGF5 je zodpovédna za dlouhosrsty fenotyp u pst.

Dlouha srst se u pstt dédi recesivné a navic je to mutace vznikld v pozdéjsi fazi Slechténi
psich plemen, protoze u vlkl se nevyskytuje (Cadieu et al., 2009). Jedinec s dlouhou srsti
musi tedy byt homozygotni v mutantni alele.

Data ziskana v této praci ukazuji, Ze vSichni psi s dlouhou srsti byli z hlediska substitu¢ni
mutace genotypoveé T/T, jedinci s kratkou G/G nebo G/T (viz tabulky 15 — 11). U duplikaéni
mutace byli sice vSichni dlouhosrsti psi homozygoti (pro alelu 124/124), ale u kratkosrstych
psu se vyskytovaly vSechny 3 mozné genotypové varianty - 124/124, 124/130 i 130/130 (viz
tabulky 12 — 14)

Vysledky této bakalaiské prace tedy potvrdili vysledky vyzkumu Housley a Venta (2006).
Mutace genu zodpovédna za dlouhou srst je substituce FGF5:c.284G>T (v proteinu se
projevujici jako FGF5:p.Cys95Phe). Nenasel se zadny dikaz, ze by duplika¢ni mutace méla u
kteréhokoliv z testovanych plemen vliv na délku srsti.

Potvrdili se i jejich vysledky, Ze duplikace 6 bp (na pozici 145- 156 bp) se nevyskytuje u

pstt s mutaci na dlouhou srst.

6.1 Plemena a standard jejich srsti

Bylo vybrano 5 plemen pouzivanych pfi asistencnich aktivitdich a navic plemeno

ceskoslovensky vicak, vybrané jako kontrastni plemeno nevhodné pro asisten¢ni ucely.

Tato plemena maji riizné standardy, co se tyce typu a délky srsti.
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Plemeno Povoleny standard srsti
Némecky ov¢ak — FCI standard (2010) Kratka, dlouha
Zlaty retriever — FCI standard (2009) Kratka, dlouha
Labradorsky retriever — FCI standard (2011) Kratka
Border kolie — FCI standard (2009) Kratka, dlouha
Bearded kolie — FCI standard (2015) Dlouha
Ceskoslovensky vi¢ak — standard FCI (1999) Kratka

Tabulka 16:Standardy srsti pro vybrana plemena

Z testovanych pst, byli vSichni psi plemen zlaty retriever, border a bearded kolie
homozygotni pro mutantni alelu pro dlouhou srst.

. U plemene némecky ovcak a Ceskoslovensky vicak byli jedinci jak dlouhosrstého, tak
kratkosrstého fenotypu.

U labradorskych retrieverti byli vSichni psi heterozygotni pro gen pro kratkou srst.

Plemeno Vsechny zjisténé varianty Typ srsti
genotypu
Némecky ovéak G/G, GIT, TIT Kratka, dlouha
Zlaty retriever TIT Dlouha
Labradorsky retriever G/G Kratka
Border kolie TIT Dlouha
Bearded kolie TIT Dlouha
Ceskoslovensky vigak GIG, GIT, TIT Kratka, Dlouha

Tabulka 17: Zjistény genotyp a délka srsti pro testované jedince v této bakalarské praci

Zadny ztestovanych pst, z plemen pouzivana pro asisten¢ni wcely, nebyl mimo sviij
plemenny standard.

Tato situace ale nastala u plemene ceskoslovensky vl¢ak. Plemenny standard tohoto
plemene povoluje pouze kratkou srst. Ale mezi testovanymi jedinci se objevili jedinci, ktefi

byli nositeli alely pro dlouhou srst a dokonce 2 jedinci s dlouhou srsti.
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[ Zavér

Literarni piehled je zaméfen zejména na gen FGF5 a jeho mutace. Tento gen je
zodpovédny za délku srsti u mnohych zvitfat. Déle je pfehled zaméten na obecné informace o
struktufe, délce a typu psi srsti.

V experimentalni ¢asti bylo testovano 6 plemen na pritomnost dvou mutaci v genu FGF5,
které byly vytipovany jako zodpovédné za dlouhou srst. 5 z pouzitych plemen byla plemena
bézné vyuzivana pro asistencni ucely (némecky ovcak, labradorsky retriever, zlaty retriever,
border kolie, bearded kolie). Plemeno ceskoslovensky vi¢ak bylo vybrano jako kontrastni
plemeno.

Vysledky této prace jsou shrnuty v nasledujicich odrazkach:

e Kauzilni mutace pro vznik dlouhosrstého fenotypu je substituéni mutace
FGF5:¢.284G>T
e Tato mutace zplsobuje substituci guaninu na tymin na 284. nukleotidu,
v aminokyselinové sekvenci pak zaménu cysteinu na fenylalanin na 95. misté
e U vSech testovanych dlouhosrstych jedincii se vyskytovala tato mutace. Kratkosrsti
jedinci nesli bud’ piivodni alelu G/G nebo byli heterozygotni.
e U duplika¢ni mutace 6 bp na pozici 145 FGF5:c.145 150dupACCAGC bylo
dokézéano, ze neni zodpovédna za dlouhou srst u pst.
e U zadného jedince s dlouhou srsti se nevyskytuje soucasné¢ i duplikacni mutace
FGFb5:c.145_150dupACCAGC
Mezi né¢kterymi plemeny (jako naptiklad ¢eskoslovensky vI¢ak) se zac¢inaji objevovat jedinci
s dlouhou srsti, ktera je ale mimo plemenny standard. Pro chovatele tohoto plemene tak muze
byt vyhodné nechat si udé€lat testy na tuto mutaci, aby zabranili mnoZeni Sténat, ktera
nesplnuji plemenny standard. I u jinych plemen toho mtize byt vyhodné, at’ uz z jakéhokoliv

davodu chovatel nechce dlouhosrsta Sténata, naptiklad pro naro¢nost pii udrzb¢ dlouhé srsti.
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