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Vyvoj molekularnich markera pro detekci kauzalnich
mutaci genti zodpovédnych za nestandardni strukturu
a délku srsti u plemene ¢eskoslovensky vi¢ak

Souhrn

V diplomové praci byla feSena kauzalita mutace genu KR771, jejiz fenotypovym
projevem je kadefava srst a kauzalita mutace genu FGF3 s fenotypovym projevem dlouhé srsti
u plemene Ceskoslovensky vicak. Byl sledovan vyskyt mutaci obou téchto genti a jejich
pfipadnd kulumace v genotypu jedince. Jako kauzéalni mutace dlouhé srsti u plemene
Ceskoslovensky vicak byla identifikovana substitu¢ni mutace genu FGF5 ¢.284G>T.

Doposud byly popsany u Canis lupus familiaris napti¢ plemeny dvé kauzalni mutace
genu KRT71 ve spojitosti s kadefavou strukturou srsti. Mutace ¢.1266 1273delinsACA byla
identifikovana jako fixni pro plemeno curly coated retrivr. Substitu¢ni mutace ¢.451C>T byla
pozorovana u nékolika plemen s kadefavou strukturou srsti. Kadetavy fenotyp srsti je u
ceskoslovenského vicaka v jeho plemenném standardu definovan jako vada vylucuyjici jedince
z chovu. Frekvence tohoto fenotypu je proto nizka, nicméné mutovana alela ma své zastoupeni
v heterozygotni sestave. Testovana populace Ceskoslovenskych vi¢akt byla zamérné sestavena
tak, aby obsahovala jedince s nestandardni strukturou srsti. U vSech jedinctu byla provedena
izolace genomické DNA ziskana bukalim stérem. Byly navrzeny dvojice primeru pro obé
mutace genu KR771 a pro substitu¢ni mutaci genu FGF5. Amplikony byly separovany gelovou
eletroforézou a nasledné sekvenovany. Sekvenace potvrdila kauzalitu mutace ¢.451C>T genu
KRT71 u plemene Ceskoslovensky vl¢ak. Nebot mutace c¢.451C>T zpusobuje zanik
restrikéniho mista pro St€peni enzymem Acil, lze identifikovat genotyp jedinca
metodou PCR-RFLP. Takto byly stanoveny genotypy a identifikovani jedinci nesouci
mutovanou alelu genu KR771. 1 ptipadé mutace ¢.284G>T genu FGIF5, dochazi ke ztraté
restrikéniho mista, rozpoznavaného enzymem Ps/l a pro genotypizaci jedinci byla rovnéz
pouzita metoda PCR-RFLP.

Vyhodnocenim ziskanych molekularnich dat byly vypocteny cCetnosti a frekvence
genotypu 1 alel obou gent. U obou gent byla statisticky analyzovana heterozygotnost
pozorovana a heterozygotnost ocekavana ve vztahu k Hardy-Weinbergove rovnovaze, pricemz
signifikance rozdilu byla zjiS§téna pouze u genu KRT71. Moznou pfi¢inou signifikantniho
rozdilu byl vybér jedinci do hodnocené populace s oéekavanym vyskytem mutované alely v

homozygotni ¢i v heterozygotni sestave.
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Development of molecular markers for the detection of
causal gene mutations responsible for the non-standard
structure and length of coat in the Czechoslovak wolfdog
breed

Summary

In the diploma thesis, the causality of the mutation of the KR77/ gene, whose
phenotypic manifestation is curly fur, and the causality of the mutation of the FGF5 gene with
the phenotypic manifestation of long fur in the Czechoslovak wolfdog breed were observed.
The occurrence of mutations of both these genes and their possible cumulation in the
individual's genotype was monitored. A substitution mutation of the #GF5 gene ¢.284G>T was
identified as the causal mutation of the long coat in the Czechoslovak wolfdog. So far, two
causal mutations of the KR771 gene have been described in Canis lupus familiaris across breeds
with the curly coat structure. The mutation ¢.1266 1273delinsACA was identified as fixed for
the curly coated retriever. The substitution mutation ¢.451C>T has been observed in several
breeds with a curly coat structure. The curly hair phenotype of the Czechoslovak wolfdog is
defined in its breeding standard as a defect excluding individuals from breeding. The frequency
of this phenotype is therefore low. However, the mutated allele is represented in the
heterozygous set. The tested population of Czechoslovak wolfdogs was deliberately assembled
in such a way as to contain individuals with a non-standard coat structure. Isolation of genomic
DNA obtained by buccal swab was performed in all individuals. Primer pairs were designed
for both mutations of the KR771 gene and for the substitution mutation of the F'GI5 gene.
Amplicons were separated by gel electrophoresis and subsequently sequenced. Sequencing
confirmed the causality of the ¢.451C>T mutation of the KR77/ gene in the Czechoslovak
wolfdog. Because the ¢.451C>T mutation causes the disappearance of the restriction site for
cleavage by the Acil enzyme, the genotype of individuals can be identified by the PCR-RFLP
method. In this way, genotypes were determined and individuals carrying a mutated allele of
the KR771 gene were identified. Even in the case of the ¢.284G>T mutation of the FGF5 gene,
the restriction site recognized by the PstI enzyme is lost, and the PCR-RFLP method was also
used for the genotyping of individuals. By evaluating the obtained molecular data, frequencies
and frequencies of genotypes and alleles of both genes were calculated. For both genes, the
observed heterozygosity and the expected heterozygosity were statistically analyzed in relation

to the Hardy-Weinberg equilibrium, while the significance of the difference was found only for



the KR771 gene. A possible cause of the significant difference was the selection of individuals
in the evaluated population with the expected occurrence of the mutated allele in the

homozygous or heterozygous set.

Keywords: Canis lupus f. familiaris, Czechoslovakian wolfdog, nonstandard structure

and lenght of coat, KR771, FGF35, mutation
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1 Uvod

Ceskoslovensky vl&ak je plemeno vznikaji v letech 1955 kiiZzenim némeckého ovéaka a
vlka karpatského. V roce 1982 byl ¢eskoslovensky vi¢ak uznan tehdejsim Federalnim vyborem
chovatelskych svazti CSSR jako narodni plemeno a vroce 1989 byl uznan Mezinarodni
kynologickou federaci (FCI), oz probéhlo schvéalenim standardu ceskoslovenského vl¢aka.
Po rozdéleni Ceské a Slovenské Federativni Republiky pievzalo patronat nad plemenem viici
FCI Slovensko. Plemennym standardem jsou popsana pozadovana kritéria tykajici se mimo jiné
1 srsti. Dodrzeni fenotypu, jenz vychazi z podobnosti vlku, je vyzadovano pro zafazeni do
chovu. Za vylucujici vady je povazovana oteviena, kadetava ¢i dlouha srst, odchylujici se od
plemenného standardu (Hartl & Jedlicka 1996).

Genetickym markrem dlouhé srsti je mutace genu FGF5. Gen FGF35 je lokalizovan na
chromozomu 32. Protein genu FGF35 reguluje rust vlasového foliku, a to tak, ze inhibuje anagen
iniciaci telogenni faze. Mutantni protein je zbaven této funkce. Dlouha srst je autozomalné
recesivné dédi¢na. V pripadé plemene Ceskoslovensky vicak se jedna o nezadouci fenotyp.
Identifikace pfenasect mutované alely pro dlouhou srst je proto z pohledu chovatele kliCova, a
to pfedevs§im pii sestavovani rodiCovského paru nasledujici generace. V diplomové praci je
testovana pfitomnost substitucni mutace ¢.284G>T genu FGF35, kdy je v pozici 284 nukleotidu
nahrazen guanin thyminem (Housley a Venta 2006; Dierks et al. 2013)

Gen KRT71, lokalizovany na chromozomu 27, je kandidatnim genem asociovanym
s kudrnatym fenotypem. Produktem tohoto genu je keratin. Keratiny jsou hlavni strukturalni
slozkou vlasovych folikulti a prispivaji k tvorbé cytoskeletarnich komponent znamych jako
keratinova intermediarni filamenta. Doposud byli popsany dvé kauzalni mutace genu KR771.
Prvni identifikovanou mutaci byla mutace c.451C>T , ktera se nachazela napfi¢ ruznymi
plemeny s kadefavou srsti. Jedna se o mutaci substitucni, kdy je v pozici 451 nukleotidu
nahrazen cytosin thyminem, ¢imz je zapfiCenéna zmeéna trojice nukleotidd kodujicich
pfislusnou aminokyselinu. Toutu substituci nukelotidu dochazi ve vysledném proteinu KRT71
ke zméné argininu za tryptofan (Candieu et al. 2009).

Druhou popsanou mutaci genu KR771 je mutace ¢.1266 _1273delinsACA. Pfi této mutaci
dochazi k deleci nukleotidi CCTGAAGC v pozici 1266 az 1273 a nasledné inzerci nukleotid
ACA. Vyskyt této mutace byl mezi kaderavymi plemeny sporadicky, ale mutace
c.1266_1273delinsACA byla shledana fixni u plemene curly coated retrivr (Bauer et al. 2019;
Salmela et al. 2019).

Byla vypracovana literarni reserse, nasledné vlastni metodika melokularni detekce mutaci
genu KR771 a FGF5 u kohorty ruznych Ccistokrevnych plemen a testované populace 80
zastupcl  Ceskoslovenského vI¢aka. Navrzeni metodického postupu predchazela
bioinformaticka analyza celogenomické sekvence Canis lupus familiaris pod oznacenim
>NC _006609.4 (Lindblad-Toh et al. 2005) z voln¢ dostupné mezinarodni genové databaze
NCBI (Sayers et al. 2022).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je ovéfit platnost nasledujicich védeckych hypotéz:

e Pokud je nestandardni kadefava srst u Ceskoslovensky vi¢aka zptisobena mutaci
genu KRT71, potom lze s vyssi pravdépodobnosti ocekavat vyskyt kauzalni
mutace ¢.451C>T oproti mutaci ¢.1266_1273delins ACA, ktera je typicka
zejména pro plemeno curly coated retrivr.

e Nestandardni dlouha srst je u ¢eskoslovenskych vicaka (mutace genu FGF5
¢.284G>T) stejné jako kaderava srst zpusobena recesivni mutaci. Fenotypové
projevy dlouhé nebo kadefavé srsti se v populaci ¢eskoslovenskych vl¢aka
vyskytuji s velmi nizkymi frekvencemi. Lze tudiz pfedpokladat, ze vyskyt
pfenaseCl se soucasnou pritomnosti mutovanych alel obou gent KR771 a FGF5
bude v populaci Ceskoslovenskych vi¢aka velmi vzacny nebo dokonce nulovy.

Vlastnim cilem prace je navrzeni a validace kodominantnich molekularnich markera pro
detekci obou kauzalnich mutaci genu KR771. Analyzovat vyskyt téchto mutaci u jedinca
s fenotypovym projevem kadetavé srsti aujedinci srodokmenovou vazbou na zvifata
s kadefavou srsti. DalSim cilem je vyhodnotit vzorovou populaci ¢eskoslovenskych vicakt
z hlediska vyskytu mutace genu F'GF5 (c.284G>T) zodpoveédné za nestandardni dlouhou srst
a urcit, zdali se v populaci nachazeji jedinci, ktefi jsou soucCasni pfenaseCi mutovanych alel
obou gent (KR771 a FGF5).
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3 Literarni reSerse

3.1 Ceskoslovenksy vI¢ak

Jedna se o vI¢i hybridni plemeno, které vzniklo kiizenim vlka obecny (Canis lupus)
s domacim psem (Canis lupus familiaris) plemene némecky ovcak. V soucasné dobé je uznavan
jako jedno z nejpopularngjSich plemen s vi¢im fenotypem na svété akceptovanych FCI
(Fédération Cynologique Internationale).

3.1.1 Vznik vi¢iho hybrida

Vznik plemene byl zapficinén védeckym pokusem v letech 1955-1963 pod vedenim
Ing. Karla Hartla, ktery potvrdil, Ze je mozné odchovat potomky jak ze spojeni psa a vicice,
tak 1 ze spojeni vlka a feny. V roce 1958 byla ziskana prvni generace hybridi ze spojeni
viCice Brity a némeckého ovcaka Cézara z Brezového haje. Jejich vychova byla obtizna, ale
zpétné kiizeni s némeckymi ovéaky poskytlo méné agresivni a 1épe cvicitelné kfizence, nezli
tomu bylo v F; a F» generacich. Ocenéna byla zvifata, ktera si zachovala psi behavioralni rysy
s vl¢im fenotypem (Smetanova et al. 2015).

Kladné vysledky experimentu vyustily videu vyslechtit nové pracovni plemeno pro
vojenské ucely, které by spojovalo vlastnosti plemen doméaciho psa s pfidanim vlastnoti jejich
divokého predka, jako vitality, vytrvalosti a smyslovych schopnosti. Byl sestaven navrh
standardu nového plemene psa, jehoz zakladem by byli potomci kiizeni vlki se psy
(Hartl & Jedlicka 1996).

Ceskoslovenksy vI¢ak byl poprvé uznan jako plemeno tehdejsim Federalnim vyborem
chovatelskych svazi CSSR na narodni urovni v roce 1982 a vroce 1999 byl registrovan
Mezinarodni kynologicka federace (FCI) a zafazen do skupiny I. — Psi ovCacti a honacti
(FCI-Standard N° 332 1999).

3.1.2 Plemenny standard

Na pocatku bylo Slechtitelskym cilem vytvoreni pracovniho psa vzniklého na hybridizaci
vlka obecného a némeckého ovc€aka pro vojenské ucely k hlidkovani pohranici. Pozdgji byly
pracovni schopnosti Ceskoslovenského vicaka v chovném zaméru snizeny a nové byly chovné
cile pfisné¢ zaméfeny na vI¢i morfologii, vI¢i strukturu i barvu srsti a oblicejovou ¢ast s vI¢i
maskou (Moravcikova et al. 2021).

Vzhled jedinca pfijimanych do plemenitby je pfesné€ stanoven plemennym standardem
¢. 332 Mezinarodni kynologické federace (FCI), schvalenym v roce 1989. Ptislunici plemene
vykazuji pevnou konstituci a stavbou téla, osrsténim a zbarvenim pfipominaji vika.

Plemennym standardem je dana minimalni vyska, dalezité proporce, vzhled hlavy, trupu,
koncetin, ocasu, kiize, mechanika pohybu a povaha a temperament. Srst ma byt rovna a
uzaviend, v zimé tvofici mohutnou podsadu, ktera s vrchni kryci srsti vytvari husté osrsténi
celého téla. Srst pokryva biicho, vnitini ¢ast stehen, vnitini ¢ast ucha a meziprsti. Krk je dobte
osrstény a jeho délka musi psu umoznit bez namahy dosahnout ¢enichem na zem. Zbarveni je
zlutosedé az stiibroSedé s charakteristickou svétlou maskou. Svétla srst je rovnéz na spodni
casti krku a ptredni hrudi. Pfipustné je tmavosSedé zbarveni s maskou.
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Odchylky od uvedenych boda v plemenném standardu by se mély povazovat za vady,
pfiCemz je hodnocena zavaznost odchylky a ptipadné definovany vady vylucujici. Mezi
vylucujici vady je fazena prave i oteviena a vinita srst (FCI-Standard N° 332 1999).

3.1.3 Linie

Prvni linie Ceskoslovenského vi¢aka vzesla ze spojeni viCicie Brity a némeckého ovcaka
Cézara z Brezového haje, ktera dala vzniknout ¢tyfem filialnim generacim kfizenct. Vicice
Brita pak dala jesté zaklad druhé linii s némeckeym ovCakem Kurtem z Vaclavky. Jejich
spojenim vznikly dvé filialni generace kiizenct. Treti linie vznikla spojenim vlka Arga s fenou
némeckého ovéaka Astrou z SNB, ktera dala vzniknout dvéma filialnim generacim kiizenca.

Priliti krve bylo uskute€néno nakrytim kiizenky F3 generace Xelou z Pohrani¢ni straze
vlkem Sarikem. Ten pozdé&ji nakryl jesté fenu Urtu z Pohraniéni straze. Rep z Pohraniéni straze,
potomek psa vzniklého ze spojeni Sarika a Xely se stal nadlouho ptedlohou a prostiedkem
k vytvofeni zadouciho typu ceskoslovenského vicaka. Bylo po ném odchovano 77 %
slovenskych vrhi, ¢imz doslo k vyraznému zvySeni inbredniho koeficintu. Sam Rep byl
produktem tizké ptibuzenské plemenitby.

Pro udrzeni ptirozené struktury populace bylo uskute¢néno posledni priliti krve krytim
viCice Lejdy némeckym ovCakem Bojarem von Schoterrhof. Z prvni filidlni generace byl
vybran pes Kazan, ktery byl nasledné vyuzit v plemenitbé ¢eskoslovenskych vicaki. Dale se
jiz provadela plemenitba v uzaviené populaci (Hartl & Jedlicka 1996).

3.1.4 Genotyp

Studie Smetanové et al. (2015) chararakterizovala genetické slozeni Ceskoslovenského
vilcaka ve vztahu k rodiCovskym populacim. Ziskana DNA ze vzorkd slin nebo stolice
Ceskoslovenského vil¢aka, némeckého ovCaka a vlka obecného byla genotypizovana
sekvenovanim genu kodujiciho amelogenin pro urCeni pohlavi jedinci. Hypervariabilni
asti mtDNA slouzila pro stanoveni maternalnich haplotypt. Ctyfi pohlavné véazanych
mikrosatelity byly pouzity kidentifikaci otcovskych haplotypd a 39 autozomalnich
mikrosatelith pro rekonstrukci individualnich genetikych profila. U ¢eskoslovenskych vikéaka
byly nalezeny pouze dva haplotypy mtDNA a dva Y-vazané haplotypy. Oba haplotypy mtDNA
byly pivodem psa domaciho, pficemz pouze jeden z haplotypt Y-chromozomu byl sdilen s
némeckymi ovCaky a druhy pravdépodobné s vikem.

Pfi vzniku plemene Ceskoslovensky vi¢ak bylo pouzito opakovaného zpétného kiizeni.
Umela selekce s cilem zachovat fenotyp podobny vlkiim, ale chovani podobné psim vedla k
vyraznému genetickému odliSeni plemene Ceskoslovenského vicaka od ostatnich plemen.
Smenatova et al. (2015) uvadi nizky pozorovany koeficient ptibuznosti, 1 pres malou efektvini
velikost populace, stanoveny na zakladé analyzy mikrosateliti. Jenz je pravdépodobné
zapticenén introgresi vi€ich alel.

Na genotypu jedinct Ceskoslovenského vicaka se projevil predevsim efekt uzkého hrdla,
vyplyvajici zrelativné nizkého poctu zakladateli a geneticky drift. Jak uvedla
Moravcikové et al. (2021), genom Ceskoslovenského vicaka nese alely, které se nenachézeji ani
u vlkt, ani u jinych plemen pst analyzovanych v této studii.
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Odlisné vysledky prinesla analyza 143 593 jednonukleotidovych polymorfismt (SNP) u
131 pst pouzitim mikroCipu BeadChip, ktera odhalila v genomu ceskoslovenksého vicaka
autozygotni alely, tedy alely identické pivodem, coz vede k vyssi pfibuznosti, nez odhali
rodokmen (Moravcikova et al. 2021).

3.2 Variabilita typu osrsténi u psu

Barva a typ srsti jsou znakem s vysokou variabilitou napfic¢ v§emi psimi plemeny. Na
zakladé celogenomové asociacni studie (GWAS, Genome-wide association studies) byly
identifikovany geny spojené s fenotypem psi srsti (Candieu et al. 2009).

3.2.1 Chlupovy folikul

Srst se sklada z terminalné diferencovanych mrtvych keratinocytu (trichocytt), které jsou
zhutnény do vldkna uwzasné pevnosti v tahu, vlasového stvolu. Pfitomnost srsti je
charakteristickd pro savce. Plni funkce jako mechanickou ochranu, tepelnou
izolaci, maskovani, rozptyl potu a kozniho mazu, smyslové a hmatové funkce a socialni
interakce. Chlupové stvoly jsou tvoreny chlupovym folikulem, komplexnim miniorganem
kaze, ke kterému jsou pridruzené struktury jako mazova zlaza, apokrinni zlaza a napfimovac
chlupu (Schneider et al. 2009).

Chlupové folikuly se skladaji z nejméné deseti rtznych typt epitelialnich a
mezenchymalnich bun€k zaméfenych na produkci chlupu. Béhem morfogeneze spolu
epitelialni buniky a builky mezenchymu komunikuji. Regula¢ni ulohu ve vyvoji folikulu hraji
tzv. morfogeny, extracelularni latky. Morfogeny maji zasadni vliv na specifikaci bunék,
potazmo tkani. RGzné buriky ¢i tkan€ vykazuji na stejny morfogen odlisnou odpoveéd’. S riznou
koncertraci morfogenu je vyvolavana kvalitatinvné 1 kvantitativné odlisna odpoveéd’. K témto
latkam patii rastové faktory jako je epidermalni ristovy faktor (EGF - epidermal growth factor),
transformujici rustovy faktor a (TGFa -transforming growth factor ), transformujici ristovy
faktor B (TGFp - transforming growth factor B), fibroblastovy rastovy faktor (FGF - fibroblast
growth factor) a nervovy rustovy faktor (NGF - nerve growth factor), dale bunééné adhezni
molekuly (E-kadherin a P-kadherin, neuralni buné¢na adhezni molekula N-CAM, intercelularni
bunécna adhezni molekula I-CAM) a dal$i molekuly jako tenascin, beta-katenin, epimorfin,
Shh (Sonic hedgehog) a Wnt (Wingless/ Int-1), LEF-1 (lymphoid-enhancer factor 1) a ec-
todysplasin (EDA), nedavno identifikovany ¢len rodiny cytokinovych receptort TNF (tumor
necrosis factor). Ve vyvoji vlasovych folikulll se dale uplatiiuji hormony, cytokiny, enzymy a
retinoidy, spolecné s jejich receptory (Stenn et al. 1996; Gat et al. 1998).

V embryu zacdina diferenciace vlasového folikulu vytvofenim malého shluku
mezodermalnich bunek. Ty jsou zarodkem budouci dermalni papily, ktera je cevnim spojenim
folikulu a vnitini a vn&jsi vlasové pochvy. Kmenové buriky ektodermalni davaji vzniku vS§em
epitelialnim slozkam vlasového folikulu, vEetné mazové zlazy a apokrinni zlazy. Progenitory
melanocyti neuroektodermaliho pivodu davaji vzniknout pigmentové jednotce vlasového
folikulu. K tvorbé vlasovych folikulti dochazi prevazné béhem fetalniho a perinatalniho vyvoje
kize. Byla vSak pozorovana tvorba novych vlasovych folikuli po poranéni kiize u mysi a
kraliku stimulovana Wnt proteiny (Ito et al. 2007). Z ¢ehoz vzesla mysSlenka indukce tvorby
vlasovych folikulti de novo pfi ztrate vlast u cloveka (Higgins et al. 2013).
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Chlupovy cyklus je rozdélen do fazi: Anagen (faze rastu), katagen (regresni faze), telogen
(faze klidu), exogen (faze uvolnéni vlasu) a teloptoza (vypadnuti vlasu). V kazdém cyklu se
zaklada novy chlupovy stvol a stary chlup nakonec vypadava. Vytvareni nového vlasového
stvolu zavisi na aktivaci specifickych epitelialnich kmenovych bunék, ulozenych v oblasti
vybouleni epitelu vlasového folikulu. Cyklus je spojen s podstatnou reorganizaci samotného
vlasového folikulu. Postnatalni chlupova morfogeneze vede k prodlouzeni folikulu a produkci
chlipového vlakna, které vystupuje z kiize.

Faze ristu je charakteristicka proliferaci a diferenciaci bunék. Mitoticka aktivita vede
k vyvoji nového chlupu a jeho obalt. Jakmile chlupovy folikul dozraje, vstoupi do regresni
faze, béhem které je degradovana spodni, cyklujici cast vlasového folikulu apoptézou bunek.
Tento proces ptivadi dermalni papilu do tésné blizkosti vyduté, kde sidli chlupové kmenové
buriky (HSC). Molekularni interakce mezi HSC a dermélni papilou je nezbytna pro vytvoreni
nového vlasového folikulu. Blizkost mezi vybouleninou a dermalni papilou je udrzovana
béhem telogenu, klidové faze. Teprve kdyz je dosazeno kritické koncentrace signalt
aktivujicich rast chlupt, vstupuje do anagenni faze a znovu dortstaji nové chlupy. S progresi
anagenni proliferace roste folikul smérem dola (Panteleyev 2001).

3.2.2 WNT/B-katenin

Morfogeneze a vyvoj vlasového folikulu z&visi na fad€ signalnich drah (Rishikaysh et al.
2014). Kéanonicka signalni draha Wnt/B-kateninu je povazovana za hlavni regulator béhem
morfogeneze vlasového folikulu, protoze ztrata funkce B-kateninu, zékladniho prenaSece
signalu v signalni draze Wnt, blokuje tvorbu vlasovych folikultt béhem embryogeneze. Kromé
toho delece B-kateninu po vytvoreni vlasovych folikula vede k tplné ztraté vlast po prvnim
chlupovém cyklu, coz naznacuje kliCovou roli Wnt signalizace pii udrzovani postnatalniho
vlasového cyklu (Huelsken et al. 2001).

Ligandy Wnt jsou klasifikovany jako primarni (Wnt 3, 4 a 6) a sekundarni Wnt
(Wnt 2, 7b, 10a a 10b) na zakladé soucasnych funkcnich dikazi. Primarni Wnt jsou zasadnimi
pfi iniciaci vzniku vlasovych folikuli, zatimco sekundarni Wnt se podileji na vyvoji vlasovych
folikulti (Rishikaysh et al. 2014; Andl et al. 2002).

Whnt signalni protein se navaze na membranovy receptor Frizzled, ktery prostfednictvim
intracelularniho posla inhibuje degradacni komplex, ubikvitinujici B-katenin, jenz je poté
rozeznan a degradovan proteazomem. Jelikoz jsou tyto proteiny inhibovany, B-katenin se
hromadi, pronika do jadra, kde podmifiuje transkripci jako transkripéni koaktivator
(Huelsken et al. 2001).

Byla identifikovana mutace genu RSPO2 ovliviiujici fenotyp psi srsti. Gen RSPO2
nachazejici se na 13 chromozomu, byl vhodnym kadidatem ovliviiujicim fenotyp srsti, nebot
synergizuje s Wnt signalni kaskddou v aktivaci B-kateninu, ktery je soucinny na vyvoji
vlasového folikulu. Inzerce 167 bp v oblasti 3"'-UTR (oblast mRNA nepiekladana do proteinu)
genu , ktery je soucinny pii Wnt signalizacni kaskadé vedouci k aktivaci B-kateninu, byla
perfektné asociovana s fenotypem drsné srsti a vyrazného osrsténi hlavy v oblasti oboci a
¢enichu. Psi s popsanym fenotypem byli homozygotni nebo heterozygotni v inzerci, jak je v
souladu s dominantni dédi¢nosti. Tato mutace neovliviiuje oblast koduyjici protein, ale inzerce
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je spojena s mirou exprese genu. Biopsii kiize z Cenichu pst byl zjistén narast transkriptu
(Cadieu et al. 2009).

3.2.3 EGF

Epidermalni rastovy faktor (EGF) je polypeptid o velikosti 6kDa skladajici se z 53
aminokyselin, ktery se podili na regulaci bunécné proliferace. EGF uplatiiuje své ucinky v
cilovych buiikach vazbou na receptor EGF umistény na plazmatické membrané. Receptor EGF
je transmembranovy protein tyrosin kinaza. Vazba EGF na receptor zpisobuje aktivaci kinazy
a nasledné autofosforylaci receptoru. Autofosforylace je nezbytna pro interakci receptoru s jeho
substraty (Boonstra et al. 1995).

Receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR) je nezbytny pro normalni involuci
vlasovych folikula po rastové fazi anagenu. Aktivace EGFR spousti katagen. K prozkoumani,
jak aktivace EGFR spousti katagen, byly pouzity mysi modely s deficitem EGFR.

V souladu s jinymi modely deficitu EGFR vykazovaly mysi s deleci EGFR ve
folikularnich keratinocytech opozdény a asynchronni nastup katagenu, snizenou folikularni
apoptézu a zvySenou proliferaci. Transkripéni profilovani v dobé normalniho katagenniho
nastupu odhalilo zvySenou expresi mitotickych regulatori Rcc2 (regulator kondenzace
chromatinu) a Stathmin 1 ve vlasovych folikulech postradajicich EGFR (Bichsel et al. 2016).

Zhang et al. (2016) ve své studii uvadi protichudné ucinky EGF. Byly izolovany a
kultivovany in vitro chlupové folikuly norka v pfitomnosti riznych koncentraci EGF. Chlupové
folikuly norka byly kultivovany v ptitomnosti EGF v rozmezi koncetraci od 0,2 do 200 ng/ml.
Byl zaznamenavan denni narast buné€k vné&jsi pochvy folikulu. Nizka koncentrace EGF (0,2
ng/ml) neovlivnila rist béhem Sesti denni kultivace. Naproti tomu EGF 2 ng/ml a 20 ng/ml
vyznamné zvysSilo prodlouzeni vnéjsi pochvy v prvnich nékolika dnech a vedlo k vyraznému
celkovému ristu béhem kultivace. V této studii EGF indukoval jadernou translokaci -kateninu
a také zvysil expresi B-kateninu a Wnt10b. (Zhang et al. 2016).

Podavani epidermalniho rastového faktoru (EGF) novorozenym mysim zpozd'uje vyvoj
vlasovych folikult, snizuje rychlost rustu chlupt a zmensuje primér chlupu. Kromé toho ma
exogenni EGF za nasledek zahust'ovani, hyperkeratinizaci a hyperproliferaci v epidermis. EGF
a dalsi ligandy EGFR jsou silnymi mitogeny pro kultivované keratinocyty. U mySich mutanta
s ¢astecné zruSenou signalizaci pres EGFR byly charakterizovany defekty v normalnim vyvoji
srsti (Hansen et al. 1997).
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3.2.4 FGF

Fibroblastovy rastovy faktor byl poprvé izolovan v roce 1974 z bovinni hypofyzy. Nazev
vychazejici z hlavniho Gc¢inku prvné popsaného FGF, ktery stimuloval rist 3T3 fibroblastl,
dnes jiz tyto rustové faktory spravné nedefinuje. Bylo prokazano, ze ma mitogenni ucinek na
mnoho typt bunék (Gospodarowicz 1974). Prototypové ligandy FGF, kysely FGF (aFGF nebo
FGF-1) a bazicky FGF (bFGF nebo FGF-2), byly poté purifikovany heparinovou afinitni
chromatografii na pocatku 80. let jako prvni silné mitogeny endotelidlnich bunék
(Thomas et al. 1984). Dulezitost signalizace FGF v kosternich tkanich byla poprvé zdiraznéna
analyzou genetickych vazeb, kterd prokazala, ze etiologie achondrodysplazie (jedna z
nejbézné€jSich forem nanismu u lidi) byla zptisobena aktivaci bodovych mutaci receptoru
FGFR3 (Ornitz & Marie 2002). Dalsi formy skeletalnich dysplazii pak byly spojeny s mutacemi
receptori FGFR1 a FGFR2 (Coutu & Galipeau 2011).

Fibroblastové rastové faktory (FGF) vytvaii velkou rodinu polypeptidovych rustovych
faktort, které se nachazeji v organismech od hlistic po ¢lovéka. FGF reguluji bunécné cykly
pres specifické transmembranové tyrosin kinazové receptory. U obratlovci se molekulova
hmotnost 22 ¢lent rodiny FGF pohybuje od 17 do 34 kDa a sdili 13-71 % identitu aminokyselin.
Mezi druhy obratlovcd jsou FGF vysoce konzervované, jak v genové struktufe, tak v
aminokyselinové sekvenci. Béhem embryonalniho vyvoje maji FGF rizné role v regulaci
bunécné proliferace, migrace a diferenciace. V dospélém organismu jsou FGF homeostatické
faktory a funguji pfi opravé tkané a reakci na poranéni. Pokud jsou nevhodné exprimovany,
mohou nékteré FGF pfiispivat k patogenezi rakoviny (Ornitz & Itoh 2001).

Krystalografikcé strukturalni studie FGF identifikovala 12 B skladanych listd,
v konzervativni oblasti proteinu, usporadanych do trojahelnikového pole (B trojlistek). Vétsina
FGF ma amino-terminalni signalni peptidy a jsou snadno secernovany z bunck. Nejlépe
charakterizované FGF interaguji se dvéma odliSnymi extracelularnimi receptory -
transmembranovym tyrozinkindzovym receptorem FGF (FGFR) a proteoglykanem
extracelularni matrix pfibuznym heparansulfatu. Tyto slozky tvoifi komplex FGF-FGFR-
proteoglykan, ktery aktivuje proces transdukce signalu zprostiedkovany FGF prostifednictvim
dimerizace FGFR (Faham et al., 1998).

Rodina FGF tyrozinkinazovych receptort se v soucasnosti sklada z produktu ¢ty gend,
z nichz nékteré davaji vzniknout extrémné velkému poctu produktd kombinatorickym
alternativnim sestfihem pfi transkripci a pripadné posttransla¢ni modifikaci. Alternativni sestfih
je regulovan tkanove specifickym zpusobem a dramaticky ovliviiuje vazebnou specificitu
ligand-receptor. Ligandy specifické pro tyto formy sestfihu receptoru jsou exprimovany v
sousednich tkanich, coz vede k smérové epitelidlné-mezenchymalni signalizaci. Nejdelsi
produkt je tvofen z extracelularni domény obsahujici tfi disulfidové motivy podobné
imunoglobulinu a sekvence véazajici heparin. Za extracelularni doménou nasleduje
transmembranova doména a intracelularni doména. Intracelularni doména se sklada ze dvou
tyrosinkinazovych subdomén, a to domény vazebného mista ATP a katalytické domény
(McKeehan et al. 1997).

Studie odhaluji mozné terapeutické pouziti fibroblastovych rustovych faktora. Jsou dobie
zname angiogenni vlastnosti FGF. FGF1 a FGF2 hraji ur€itou fyziologickou roli pfi udrzovani
vaskularniho tonu, protoze podavani FGF1 a FGF2 snizuje krevni tlak u potkant (Cuevas et al.
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1991) a muZe obnovit aktivitu syntazy oxidu dusnatého u spontanné hypertenznich potkana
(Cuevas et al. 1990).

FGF1 je proliferativni faktor pro lidské preadipocyty a muaze byt dalezity pro celkovou
regulaci lidské adipogeneze (Hutley et al. 2004). Injekce plazmidu kodujiciho FGF1 (NV1FGF)
do nohy, zlepsila perfuzi kone¢ného stadia ischemie dolnich koncetin (Comerota et al. 2002) a
vedla k dvojnasobnému snizeni potieby amputace u pacientt s kritickou ischemii koncetiny
(Nikol et al. 2008). Exogenni FGF1 umoznil funk¢ni regeneraci prerusenych mich u potkant
(Cheng et al. 1996) a obnovil nékteré motorické funkce ochrnutych koncetin u Sesti mésicniho
chlapce s avulzi brachidlniho plexu (Lin et al. 2005). Byl pozorovan kraniofacialni
dysmorfologicky fenotyp podobny Crouzonovu syndromu u mysi s inzeréni mutaci v lokusu
FGF3/FGF4 (Carlton et al. 1998). U FGF4 knockout mysich embryi dochéazi k postimplantacni
letalité, nebot’ je nezbytny pro proliferaci trofoblastt (Feldman et al. 1995). Defektni svalova
regenerace s vyrazné€ zvySenou fibrozou u mysi s knockoutovanym /“GF6 genem poukazuje na
roly FGF6 pii myogenezy (Floss et al. 1997). Zastupci FGF rodiny se podili na regulovani cyklu
vlasového folikulu (Du Cros 1993).

3.2.5 Regulace rustu vlasového folikulu fibroblastovymi rustovymi faktory

Neékolik studii demonstruje roli FGF na rast folikuli. Lin et al. (2015) popsal u FGF10,
FGF1 a FGF2 indukci anaganni faze u telogennich vlasovych folikuli. Populace zdravych
CS57BL6/N (inbredni kmen laboratornich myS$i) mysi, se synchronizovanou telogenni fazi, byla
rozdélena a v jednotlivych skupinach byl sledovan efekt injekovaného FGF na rust folikuld.
K objasnéni mechanismu indukce anagenni faze byla pouzita imunohistochemicka analyza, a
to k detekci B-kateninu a Shh proteinu, nebot u téchto signalnich molekul byl jiz diive
pozorovan vliv na morfogenezy folikuku. Data naznacuji, ze FGF podporuji rychlejsi rtst
regulaci B-kateninu a Shh proteinu.

3.2.6 Gen FGFS5 a jeho produkt

Gen FGI5 je zkouman jako kandidatni funkéni gen pro variabilni délku srsti. Psi ortholog
genu FGI5 je tvoren tfemi exony, avSak pouzitim reverzni transkriptizy na mRNA byly
ziskany dva velikostné odlisné fragmenty cDNA. Vlivem alternativniho sestfihu jsou z genu
exprimovany dvé odli§é molekuly mRNA. Ota et al. (2002) prokazal, ze FGF5 rastovy faktor
inhiboval rist chlupq, jelikoz indukoval katagen blokovanim aktivace bunék dermalni papily u
myS$i. Dermalni papila je zdrojem signalti podporujicich rast chlupti. FGF5 reguluje expresi
mRNA anagennich udrzovacich faktort, jako je IGF-1 (inzulinovy rustovy faktor), varsican,
noggin a BMP4 (kostni morfogeneticky protein), vylu¢ovanych buitkami dermalni papily (He
et al. 2016).

Béhem anagenu je IGF-1 vysoce exprimovan v dermalni papile (Botchkarev & Kishimoto
2003) a funguje jako zakladni rastovy faktor pro udrzeni rastu folikulti (Kamiya et al. 1998).
Versican, chondroitin sulfatovy proteoglykan s velkou molekulovou hmotnosti, se podili na
udrzovani rastu chlupti (du Cros et al. 1995; Soma et al. 2005). Exprese versican dosahuje svého
maxima béhem anagenu a klesa na konci anagenu (Soma et al. 2005). Bylo zjisténo, ze exprese
IGF-1 a versican byla vyznamné snizena v buiikdch dermélni papily nadmeérnou expresi FGFS.
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Signalizace BMP se podili na regulaci apoptozou fizené involuce vlasovych folikult
(Botchkarev a Sharov 2004). BMP4, ¢len rodiny BMP, je exprimovan v dermélni papile a
nekolika slozkach vlasového folikulu béhem pozdniho anagenu a refrakterniho telogenu (Plikus
et al. 2008).

Produktem krat§iho fragmentu, ve kterém byl vystiizen exon 2, je protein, oznacovan jako
FGF5S (Hattori et al. 1996). FGFS5S se ukazal byt antagonistou FGFS5 a spolecné reguluji cyklus
vlasového folikuu. FGF5S plsobi jako inhibitor FGF5 pfi regulaci anagen-katagenniho
prechodu bunék dermalni papily kaSmirové kozy. He et al. (2016) uvadi moznost prodlouzeni
délky kasmirového vlakna nadmérnou expresi FGF5S.

Jediny nalezeny mutantni gen, ktery vede k nadmérné dlouhé srsti u jakéhokoli druhu, je
ten, ktery koduje FGFS. FGF5 inhibuje rast vlast podporou progrese z anagenu, ristové faze
vlasového folikulu, do katagenu, regresni faze vyvolané apoptdézou (Housley & Venta 2006).
K overeni biologické aktivity byly vytvoreny transgenni mys$i s knockoutovanym FGF35.
Genovy konstrukt s vlozenym genem rezistence proti neomycinu narus$il kodujici oblast
pred¢asnymi termina¢nimy kodony. Nasledné byl elektroporacné pienesen do embryonalnich
kmenovych bunék. Prenos byl ovéfen rezistenci a takto odhalené klony injekovany do
blastocyst. Heterozygotni potomci chimér byli mnozeni se ziskem homozygotnich mysi
s mutaci FGF5"°. Takovi jedinci méli vyrazné delsi srst, nezli heterozygoti a jedinci s pavodni
alelou. U angorskych mysi, u kterych nebyla mRNA FGF5 detekovana, dochazi ke zpozdéni
nastupu katagenu, coz vede ke zvySeni délky vlasovych vlaken v duasledku prodlouzené
anagenni faze (Hébert et al. 1994).

3.2.7 Determinace dlouhé srsti

Nékolik alelickych variant v ramci genu /“GF5 korelovalo s dlouhosrstym fenotypem u
kocek (Drogemiiller et al. 2007; Kehler et al. 2007), psu (Housley a Venta 2006; Dierks et al.
2013), koz (He et al. 2014), ovci (Hu et al. 2017), kiecka (Yoshizawa et al. 2015), oslt (Legrand
et al. 2014), lam (Daverio et al. 2017) ¢i alpak (Pallotti et al. 2018). Dlouha srst je u velblouda
jednohrbych podminéna mutaci genu FGF5 v homozygotni sestavé. Jedna se o substitucni
mutaci na pozici 779 nukleotidu exonu 3, kdy je cytosin substituovan thyminem. Heterozygoti
maji stfedné dlouhou srst. Pfitomnost tii fenotypu délky srsti naznaCuje vztah netplné
dominance mezi alelami znaku (Maraqa et al., 2021). Mutace genu *GF35 je rovnéz kauzativnim
faktorem lidské trichomegalie (Higgins et al. 2014)

Jednim z nejnapadnéjsich morfologickych rozdild mezi psy riznych plemen je délka
jejich srsti. Scott a Fuller (1965) demonstrovali recesivni alelu pro dlouhou srst na kiizeni
plemen basenji a dlouhosrsty kokrSpanél. Oproti tomu kiizenci dlouhosrstého pudla a
kratkosrstymi labradorskymi retrivry, znami jako labradoodl, maji dlouhou srst, ackoliv neni
tak dlouha, jako je tomu u pudla. To poukazuje na existenci jiného lokusu pro dlouhou srst,
dominantniho nad kratkou srsti (Burns & Fraser 1966), jak jiz difive uvadi Dawson (1937)
dominantnost kadetavé srsti.

Délka srsti je jednim ze znakt definovanych plemennym standardem. Obcasny vyskyt
dlouhé srsti u kratkosrstych plemen je pro chovatele problémem, predevsim jestlize je
neslucitelna s ptuvodni funkci plemene. Objev nukleotidovych polymorfismti spojovanych
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s konkrétnimy fenotypy umoznuje identifikaci prenaseCl a na zakladé€ genetické analyzy
rozhodnuti o zafazeni jedine do chovu ¢i naopak (Housley a Venta 2000).

Byla genotypizovana DNA 218 pst osmi riznych plemen s fixovanou kratkou srsti, tfi
plemena s fixovanou dlouhou srsti a 5 plemen segregujicich. Sekvenac¢ni analyzou exonu 2 a 3
nebyli odhaleny zadné diference mezi kratkosrstymi a dlouhosrstymi psy. Nicméné v sekvenci
exonu 1 se objevily dvé sekvenéni diference mezi kratkou a dlouhou srsti. Prvnim
polymorfismem je 6 bp duplikace, kdy ma delsi alela dvé kopie motivu ACCAGC v pozici 145
az 156 nukleotidu. Translace takové alely v protein vede k duplikaci aminokyselin threoninu a
serinu. Dal§i pozorovanou odlisnosti byla transverse G>T v poloze 284 nukleotidy, ktera
predikuje substituci cysteinu za fenylalanin. Tato bodova mutace (SNP, single nucleotide
polymorphism) lezi v konzervativni sekvenci proteinu a poS§kozuje oba produkty alternativniho
sestiihu (Dierks et al. 2013). Genotypizace polymorfismi u zastupct plemen s variabilni délkou
srsti ukazala na fixaci SNP u dlouhosrstych pst, jakozto i u ostatnich dlouhosrstych plemen se
SNP nachéazelo v homozygotni sestavé s haplotypem kratsi alely ¢ili bez duplikace. Presto
asociace kratsi alely s dlouhosrstym fenotypem neni tak signifikantni jako u SNP, nebot’ se
objevil 1 kratkosrsty homozygot (Housley & Venta 2006).

Popsané mutace nevysvétluji fenotyp dlouhé srsti u nékolika plemen, coz nabizelo
existenci dalSich kauzalnich mutaci. Resekvenace vSech exoni a sousedicich regiona
detekovala tfi nové mutace v kodujici oblasti exonu 3 a jedna intronova mutace (splice site).
Nukleotidova substituce T>A v intronu 1 vytvoii nové sestiihové misto 9 bazi pred exonem 2,
¢imz vznika kratsi transkript FGF5S. Mutace v exonu 3 se nachézely za stop kodonem pro kratsi
transkript, proto maji vliv pouze na delsi variantu transkriptu. Delece v oblasti 556 az 571
nukleotidu ma efekt na produkt genu, ktery je poSkozen. Stejny efekt byl predikovan i u
duplikace motivu GG v oblasti 559 az 561 nukleotidu a transverze 578 nukleotidu C>T, kdy je
193 aminokyseliny proteinu alanin nahrazena valinem (Dierks et al. 2013).

3.2.8 Gen KTR71

Gen KRT71, kodujici keratin typu II, je exprimovan ve vnitini pochvé vlasového
folikulu. Keratiny jsou hlavni strukturalni slozkou vlasovych folikuld. Prispivaji k tvorbé
cytoskeletarnich komponent znamych jako keratinova intermediarni filamenta prostfednictvim
heterodimerizace mezi keratiny typu I a typu II (Moll et al. 2008).

Vsechny keratinové proteiny sdileji spolecnou strukturni organizaci slozenou ze tii
domén: centralni domény, N-termindlni doména a C-terminalni doména. N-konec a C-konec
oblastmi vysoce konzervativnimi a kritickymi pro heterodimerizaci (Coulombe & Omary
2002). Vétsina patogennich mutaci keratinu byla lokalizovana v téchto oblastech, nebot jak
bylo prokazano v kultivovanych butikach, mutantni keratin vede k naruSeni tvorby
keratinového intermediarniho filamenta. Napfiklad nesynonymni mutace genu KR774
(Shimomura et al. 2010).

Byla pozorovana mutace genu KR771 c¢.422T>G na exonu 1, kterd vede ke zméne
aminokyselin ve vysoce konzervativni oblasti, ¢imz postihuje funkci proteinu. Folikulani
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dysplazie zptusobena substituci byla pozorovana u lidi s hypotrich6zou v heterozygotni sestavé
(Fujimoto et al. 2012).

3.2.9 Kaderavost

K identifikaci gend zpusobujicich kadéfavost srsti byla pouzita GWAS plemene
portugalsky vodni pes, kterda ukazala napfic kadefavymi plemeny na asociaci
jednonukleotidového polymorfismu (SNP, single-nucleotide polymorphism)
na chromozomu 27. Relevantni SNP je lokalizovan na genu KR771. U jedinci plemen
s kadefavou nebo vlnitou srsti je pfitomna kauzalni mutace genu KR77/ na exonu 2, kde je
substituovan cytosin thyminem v pozici 451 nukleotidu (c.451C>T). Substituce baze vede
k zméné 151 aminokyseliny argininu za tryptofan (p.Arg151Trp) ve vysledku translace mRNA
do proteinu (Cadieu et al. 2009).

Popsana mutace muze ovlivnit proteinové domény, jejichz sekvencni zmény by mohly
ovlivnit spravné sbaleni proteinu po translaci, které vede k zaujmuti jeho biologicky aktivni
struktury (Martin et al. 2004).

Tato mutace nebyla pfitomna u né€kolika testovanych jedinct plemene curly coated retrivr
(CCR), proto se predpokladalo, ze jejich kadefavost je zptsobena jinou alelickou variantou,
fixovanou u tohoto plemene. Byl sekvenovam genom CCR a porovnan s genomy jedinca
raznych plemen. Byly pozorovany varianty kandidatniho genu KR771 se zaméfenim na
varianty ménici protein. Pfitomnost homozygotni sestavy puvodni alely, mutace ¢.451C>T a
homozygotni sestavy nove pozorované mutace potvrdila predpoklad fixace recesivniho modelu
u plemene curly coated retrivr. Nova mutace se u jinych plemen (az na néktera individua) bud’
nevyskytovala nebo byla v heterozygotni sestave.

Mutace je interpretovana jako delece CCTGAAGC v oblasti 1266 1273 a nasledna
inzerce bazi ACA (¢.1266 _1273delinsACA). Mutace vede k posunu ¢teciho ramce genetického
kodu, ¢imz se méni primarni sruktura proteinu KRT71. Kozni biopsie prokazala expresi
o¢ekavaného transkriptu bez jakychkoliv sestfihovych zmén. Mutace ¢.1266 1273delinsACA
zpusobila posun stop-kodonu a v porovnani s divokou alelou kodujici protein dlouhy 525
aminokyselin, je mutovany keratin tvoten 632 aminokyselinami (Bauer et al. 2019; Salmela et
al. 2019).

Curly coated retrivc bylo jediné plemeno, u kterého byla mutovana alela
c.1266 1273delinsACA fixovana, zatimco nékolik plemen segregovalo obé varianty mutace
dvé plemena, flat coated retrivr a nova Scotia duck tolling retrivr, nenesla ani jednu z variant
mutace. Kadetavé plemeno lagotto romagnolo (Romariolsky vodni pes) segregovalo ve vSech
moznych alelickych kombinacich, vyskytovaly se tedy u n€j oba typy mutaci. Avsak testovany
soubor obsahoval jedince, ktery nesl obé alely nemutované. Tento lagotto byl potvrzen jako
kudrnaty, coz naznacuje piitomnost dalSich alel pro kadefavost (Salmela et al. 2019).

Vzhledem k tomu, ze specifické varianty KR771, krom kadefavosti, mohou vést ke ztraté
vlasi u lidi a ztraté srsti u mysi, potkani a kocek, je mozné predpokladat, ze psi alela
c.1266_1273delinsACA muze predstavovat geneticky rizikovy faktor pro nékteré formy
folikularni dysplazie u psti. V souboru testovanych psti Bauera et al. (2019) byli tfi psi postizeni
folikularni dysplazii diagnostikovou veterinafi a vsichni tfi byli ¢.1266 1273delinsACA
homozygotni. Kohorta dale obsahovala 5 pst plemene lagotto romagnolo s diagnostikovanou
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nezanetlivou alopecii afektujici trup v dospélosti, kteti byli ¢.451C>T homozygotni. Ostatni
jedinci v souboru byli zdravi.

Vzhledem k nizké frekvenci alely u pudld je velmi napadné, ze jediny identifikovany
homozygotni pudl ¢.1266 1273delinsACA byl alopeticky. Podobné jako jediny pozorovany
homozygotni ¢.1266 1273delinsACA chesapeake bay retrivr byl diagnostikovan s folikularni
dysplazii. Na druhou stranu, napfi¢ plemeny pouze relativné mala ¢ast homozygotnich psu
vykazovala ztratu srsti. Je proto mozné, ze alela predstavuje predispozi¢ni geneticky rizikovy
faktor folikularni dysplazie, avSak pro manifestaci folikularni dysplazie budou vyzadovany
dalsi genetické anebo environmentalni faktory.

Utinky dvou popsanych mutaci se mohou mirné ligit, jak je vysvétlovano na piikladu
porovnani genotypu a fenotypu curly coated retrivr a pudla. Plemenny standard curly coated
retrivr s fixni alelou ¢.1266 1273delinsACA vyzaduje kratkou, hladkou a rovnou srst na Cele a
obliceji a ventralni casti koncetin. Pudlové, ktefi maji kadetfavou srst po celém téle jsou téméer
fixni na alelu ¢.451C>T (Bauer et al. 2019).

3.3 Molekularni detekce mutaci
3.3.1 PCR

Principem polymerazové fetézové reakce (polymerase chain reaction, PCR) je
amplifikace pozadovaného useku DNA. Jedna se defacto o simulaci buniééné replikace DNA,
ktera ale probiha v termocykleru. Templatova DNA je vytyCena navrzenymi primery, kratkymi
oligonukleotidy, které jsou k vlaknim komplementarni. Primer komplementarni k pocatku
cilové sekvence je oznaCovan jako Forward primer, naseda na vlakno 3‘—>5’a jeho sekvence se
ptimo nachézi v analyzovana sekvenci. Reverzni primer naseda na vlakno 5‘—>3° a ohraniCuje
cilovou sekvenci z jejiho opa¢ného konce (Alberts et al. 2015).

Syntézu nového vlakna zajistuje enzym DNA polymeraza, ktera je vystavovana vysokym
teplotam, proto je pozadovana jeji termostabilita. NejcCastéji pouzivanou termostabilni DNA
polymerazou je Taqg DNA polymeraza, izolovana z bakterie 7Thermus aquaticus, objevenou ve
viidlech v Yellowstonském narodnim parku. Polymeraza zabudovava volné deoxynukleosid
trifosfaty (dNTP) na zakladé komplementarity templatového vldkna. Vysledkem reakce jsou
syntetizované kopie ptivodniho fragmentu, amplikony. V dalsich cyklech reakce slouzi i nove
nasyntetizované amplikony jako templat pro dalsi syntézu. Opakovanou cyklickou amplifikaci
exponencialné€ narustaji kopie pivodniho fragmentu. Nezbytnymi komponenty reak¢ni smeési
jsou pufracni rozotky chloridu draselného (KCI) a chloridu hote¢natého (MgCl2) a bovinni
sérovy albumin (BSA) pro stabilizaci reakce. 1zolovana DNA je do reak¢ni smési pfidavana
v pozadované koncetraci a mize byt v pfipadé potieby fedéna vodou (Newton & Graham
1997).

V ptipadé, ze je pouzita polymeraza s proteinovym protektantem je zapotiebi jeji iniciace,
tzv. hot-start. ZvySenim teploty dojde k preruseni slabych vazeb mezi polymerdzou a
protektantem. PCR zacCina s dvoufetézcovou DNA, a proto na zacatku kazdého cyklu je tieba
od sebe oddélit oba fetézce. Vystavenim dsDNA teploté 95-98 °C na 20-30 vtefin jsou poruseny
vodikové mustky mezi bazemi komplementarnich vlaken a vznika ssDNA. Dalsi fazi je
annealing, kdy s denaturovanou DNA hybridizuji primery. Annealing probihd 20-40 vtefin

23



optimalné za teploty 50-60 °C. Z obou primert jsou prodluzovana vlakna polymerazou za
pfitomnosti vSech Ctyt deoxyribonukleosidtrifosfati. Faze elongace trva 1-2 minuty a probiha
pii optimalni teploté uvedené u pouzité polymerazy, optimalni teplota pro 7aq polymerazu je
70-80 °C. Dalsi cyklus je pak znovu zahajen denaturaci zvySenou teplotou, kdy dojde
k oddé€leni nové nasyntetizovanych fetézci DNA. Obvykle se pro amplifikaci pouziva 20-30
cykld. Po poslednim cyklu se produkty ponechaji po dobu 5-15 minut pii teploté 70-74 °C ke
kompletnimu dosyntetizovani fragmenti. Na zavér je termocykler zchlazen na konstantni
teplotu 4-15 °C, pfi které lze produkty PCR kratkodobé uchovavat. Produkty amplifikace jsou
poté dale zpracovavany (Clark & Pazdernik 2011).

Za pouziti reverzni transkriptazy mize byt templatem i RNA, pfi¢emz je amplifikovana
cDNA. Diky své vysokeé citlivosti umoziiuje detekci jediné kopie DNA tim, Ze je namnozena
do té miry, kterd umozni jeji elektroforetickou separaci na gelu. Pfedevsim toho se vyuziva pri
detekci virové infekce jiz v pocatecnich stadiich. Své vyuziti nasla PCR také v soudim lékarstvi
(Alberts et al. 2015).

3.3.2 Post-PCR genotypizacni techniky

Po amplifikaci extrahované DNA se zacilenim na konkrétni lokus existuje nékolik
genotypizacnich technik ke studiu fenotypové variability mezi analyzovanymi jedinci a s ni
souvisejici sekvencni variability nukleotidi (Hashim & Al-Shuhaib 2019).

DGGE, denatura¢ni gradientova gelova elektroforéza, je zalozena na rychlosti denaturace
zavisejici na poctu vodikovych mustku v gelu s linearnim gradientem denaturacnich cinidel.
TGGE namisto denaturacnich Cinidel probiha na principu roustouciho teplotniho gradientu
ovliviiujiciho denaturaci. Obé separa¢ni metody jsou zalozeny na snizené elektroforetické
pohyblivosti ¢aste¢né denaturované DNA v gelech s linearnich gradientem. Pro amplifikaci
predchazejici témto separa¢nim technikam se pouziva primeru, ktery je na svém 5’konci znacen
tzv. CG svorkou, oligonukleotidem bohatym na cytosin a guanin. Timto se ptredchazi
uplné denaturaci dsDNA, nebot ssDNA by byla na gelu slabé detekovatelna
(Muyzer & Smalla 1998).

Techniku jednovlaknového konformacniho polymorfismu, PCR-SSCP, pavodné pouzili
Orita et al. (1989) k identifikaci moznych bodovych mutaci v amplikonech PCR.
Hlavni koncept PCR-SSCP je zalozen na pocatecni denaturaci (melting) dvouvlaknové DNA
teplem na jednovlaknovou DNA. V denaturovaném stavu maji molekuly tendenci se skladat
do trojrozmémé konformace podle jejich nukleotidové sekvence. Pii elektroforéze
na polyakrylamidovém gelu tedy odd€lené jednotlivé fetézce molekul DNA majici stejnou
velikost, zaujimaji odliSné trojrozmémé struktury s riznou pohyblivosti. Takové strukturni
konformace jsou ovlivnény primarni  strukturou  Cili  konkrétni  nukleotidovou
pozici a mutace muze zménit fyzickou konformaci denaturované jednovlaknové DNA.
Tato zména cCasto vede k mimé€ odliSnym umisténim mutantnich jednovldknovych
DNA vzhledem k jejich nemutovanym protéjskim v neutralnich (nedenaturacnich)
polyakrylamidovych gelech (Gasser et al. 2006).

Pii metodé PCR-RFLP je na ziskany amplikon Stepen restrikénim enzymem. Restrikéni
enzymy DNA rozpoznavaji specifické sekvence v DNA a katalyzuji endonukleolyticka Stépeni
za vzniku fragmenti definovanych délek. Restrik¢ni fragmenty mohou byt zobrazeny
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elektroforézou v agardzovych gelech, pficemz jsou fragmenty separovany dle jejich
molekulové velikosti. Vzhledem k principu této metody, je timto zpisobem detekovatelna
pouze mutace ovliviiujici rozpoznavaci misto nékterého z restrikénich enzyma. S mutaci muze
vznikat nebo naopak zanikat restrikCni misto oproti pivodni nemutované alele, coz je
detekovatelné pti elektroforetické separaci jako odlisn¢ dlouhé fragmenty (Botstein et al. 1980).

3.3.3 Agarozova elektroforéza

K separaci  nukleovych  kyselin  dochdzi na  zakladé odlisné velikosti
fragmentt. Elektroforéza vyuziva rozdilné pohyblivosti jednotlivych fragmentt danou praveé
jejich rozdilnou velikosti. Obvykle plati, ze delsi fragmenty migruji pomaleji nez kratsi. Mensi
molekuly 1épe prostupuji pory agarézového gelu a rychleji tak urazi delsi vzdalenost, nez
molekuly vétsi za stejny Cas. Agardza je linearni sacharidovy polymer D-galaktosidazy a 3,6-
anhydro-L-galaktopyranozy a je izolovana z moiskych fas rodu Gelidium a Gracilaria.
Koncetrace gelu se voli v zavislosti na velikosti separovanych fragmentd. S rostouci
koncentraci gelu jsou separovany fragmenty o kratsi délce (Stellwagen 2009).

Nanaseci pufr, se kterym je roztok DNA pied nanesenim na gel smichan, obsahuje
bromfenolou a xylencyanolovou modf, ktera umoziuje kontrolu rychlosti migrace fragmentt v
prubehu elektroforézy. Je vyuzivana gelova elektroforéza, kdy se molekuly nukleovych kyselin
separuji bud’ v agar6zovém, ¢i polyakrylamidovém gelu. Nukleova kyselina nese diky zaporné
nabitym fosfatim zaporny naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje od zaporné katody ke
kladné anodé. Hmotnostni standard je pouzit pro odhad velikosti separovanych fragmentt
nukleovych kyselin. Jedna se o soubor velikostné definovanych fragmentti. Nanasi se do jedné
jamky v gelu paraleln€ k testovanym vzorkim (Griindemann & Schomig 1996).

Nejbéznéjsim zplsobem vizualizace molekul nukleovych kyselin po elektroforetické
separaci je jejich obarveni fluorescencnimi barvivy. Ethidium bromid (EtBr) je k vizualizaci
nukleovych kyselin vyuzivan nejcastéji (Sharp et al. 1973). EtBr se vaze na nukleové kyseliny
a po prosviceni fluorescencni lampou v UV transiluminatoru umoziuje sledovat vysledky
gelové elektorforézy, vysledkem je tzv. elektroforeogram. Z vazby EtBr na DNA plyne, ze se
jedna o latku mutagenni a potencialni karcinogen, a proto je tfeba pii manipulaci s agar6zovymi
gely, které jej obsahuji, postupovat opatrné. Kromé toho je EtBr povazovan za nebezpecCny
odpad a musi byt vhodnym zptsobem zlikvidovan (Lee et al. 2012).

3.3.4 Vyvoj metod sekvenace

Sekvenovanim DNA se rozumi stanoveni primarni struktury DNA, tedy potadi neboli
sekvence nukleotidd. Je nedilnou soucasti Siroké skaly vyzkumnych aplikaci. Vzasadé zle
rozd¢lit metody sekvenovani na klasické a sekvenovani nové generace.

Sekvenacni metodu zalozenou na chemické degradaci popsali jiz Maxam a Gilbert
(1977). V této metode jsou koncovée znacené fragmenty DNA podrobeny nahodnému stépeni v
polohach adeninu, cytosinu, guaninu nebo thyminu za pouziti specifickych chemickych ¢inidel.
Stépeni jednotlivych typt bazi probiha v samostatnych zkumavkach. V kazdé zkumavce jsou
tedy ziskany fragmenty specificky zakonceny pfislusnou bazi. Chemicky utok je zalozen na
ttech krocich: modifikace baze, odstranéni modifikované baze a prerusSeni fetézce DNA
v poloze odstranéné baze. Produkty téchto Ctyt reakci se poté oddéli pomoci elektroforézy na
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polyakrylamidovém gelu. Sekvenci lze snadno precist ze Ctyf paralelnich drah v sekvenacnim
gelu (Maxam & Gilbert, 1977). Nevyhodou metody je ¢as potiebny pro chemické reakce a
celkové pouziti nebezpenych chemikalii, které vyzaduji zvlaStni péci pii manipulaci
(Franca et al. 2002).

Sangerova metoda, zalozena na enzymatické polymeraci na principu replikace, obdobné
jako je tomu u PCR; se stala prilomovou metodou sekvenovani. Tato metoda byla zpocatku
znama jako dideoxinukleotidova. Radioaktivn€ znaceny primer, kratky oligonukleotid o znamé
sekvenci, nasedd na komplementarni oblast templatové DNA, coz je v pfitomnosti volnych
dNTP vychozim bodem pro syntézu. Vlakno je syntetizovano na principu komplementarity
k templatové DNA, dokud enzym nezacleni modifikovany nukleotid, dideoxynukleosidtrifosfat
(ddNTP), oznacovany také jako terminator, do rostouciho fetézce. Dideoxynukleotidy (ddNTP)
postradaji 3' hydroxylovou skupinu, ktera je nezbytna pro prodlouzeni fetézci DNA, a proto
nemohou vytvofit vazbu s 5' fosfatem dal§iho dNTP (Chidgeavadze et al. 1984).

V kazdé zkumavce probihala reakce za ptitomnosti jednoho ddNTP. VSechny vytvorené
fragmenty maji stejny 5°‘-konec, zatimco zbytek na 3‘-konci byl uren dideoxynukleotidem
pouzitym v reakci. Po dokonceni vSech Ctyf reakci je smés ruzné€ velkych fragmenti DNA
rozdélena elektroforézou na denatura¢nim polyakrylamidovém gelu ve ctyfech paralelnich
drahach (Sanger et al. 1977). Modifikaci metody jsou flourescencné znacené ddNTP, kdy ma
kazda baze jiné barevné znaceni, to umoziuje provedeni reakce v jedné zkumavce. Vysledek
je analyzovan v kapilarni elektroforéze. Jednim z hlavnich pokrokt v technologii sekvenovani
je vyvoj automatizovanych sekvenatori DNA. Laserovy paprsek excituje fluorescencni
barviva, emitovana fluorescence je sbirana detektory a informace analyzovany pocitacem
(Griffin & Griffin 1993).

Pyrosekvenace je zalozena na sérii enzymatickych reakcich vedoucich
k bioluminescenci. Do reakéni smési je pridavan roztok obsahujici jeden typ nukleotidu. Pti
zabudovani baze do syntetizovaného vlakna se uvolni pyrofosfat. Ten je vyuzit k produkci
ATP, ato za pfitomnosti adenosin 5° fosfosulfatu pomoci ATP sulfurylazy. Vzniklé ATP je
pouzito pro konverzi luciferinu na oxyluciferin, coz vede k produkci svétla. Vzniklé svétlo je
zachyceno detektorem. Odmyti roztoku od neinkorporovanych dNTP je zprostfedkovano
pomoci apyrazy (King & Scott-Horton 2008).

Sekvenovani nové generace souhrné oznacuji metody sekveace vyvijené od 90. let 20.
stoleti. Tyto metody umoziiuji rychlejsi a levné;jsi analyzu vétSho mnozstvi dat. Jako metody
druhé generace jsou oznaCovany metody na principu fragmentace genomu a nasledovného
masivniho paralerniho sekvenovani. Je mozné jejich Clenéni na sekvenovani druhé a treti
generace (Tucker et al. 2009).

Roche GS-FLX 454 Genome Sequencer pouziva principu pyrosekvenace. DNA je
fragmentovana a ligovana na obou koncich s adaptéry komplementarnimi k oligonukleotidim
na agarozové kulicce obsazené v kapce emulze pro amplifikaci. Tento proces je oznacovan jako
emulzni PCR. Po amplifikaci jsou kulicky umistény do jamek, kam jsou spolu s polymerazou
postupné pridavany nukleotidy. Vytvarena sekvence je monitorovana generovanim svétla
prostfednictvim enzymatické reakce spojené se syntézou DNA. Cely prabéh reakce je
zaznamenavan kamerou a nasledné vyhodnocen pocitacovym softwarem (Tucker et al. 2009).

Illumina/Solexa vyuziva cyklu reverznich terminatorti a mastkové PCR. Schéma metody
obnasi pripojeni dvou typu adaptéra na opacné konce vytvorenych fragmentt templatové DNA.
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Amplifikace probiha v reakéni komirce simobilizovanymi oligonukleotidy, jenz jsou
komplementarni k navazanym adamptéram. Sekvenace probiha pomoci sekvenacnich primera,
komplementarnich k adapterim. Do reakce jsou pfidany vSechny Ctyfi nukleotidy najednou.
Nukleotidy jsou znaceny riznymi fluorochromy a maji chemicky inaktivovanou 3° — OH
skupinou. Tim je ukon¢ena syntéza po pridani praveé jednoho nukleotidy. Po zaclenéni detektor
zachyti signal ptislu§ného fluorochromu. Zbyvajici ANTP, fluorochrom a inhibiéni skupina jsou
vymyty (Metzker 2010).

Applied Biosystems SOLiD Sequencer vyuzivad dvoubazové flourescencné-kodované
sondy, coz ma primarni vyhodu v ovéfeni signalu, nebot’ je kazda baze detekovana dvakrat.
Metoda zahrnuje emulzni PCR a polymeraza je nahrazena ligdzou. Sondy jsou navrzeny tak,
aby zkoumaly prvni a druhou polohu sousedici s hybridizovanym primerem. Sondy obsahuji
inosinové baze pro snizeni slozitosti knihovny a fosforothiolatovou vazbu mezi patym a Sestym
nukleotidem sekvence sondy, ktera je Sté€pena ionty stfibra. Diky témto kombinacim je 16
dinukleotidi kodovano Ctyfmi barvivy. Elongaca primeru je nékolikrat resetovana a nakonci
jsou svételné signaly zarovnavany k vyhodnoceni finalni sekvence (Metzker 2010).

Helicos BioSciences sekvenuje jednotlivé molekuly DNA bez predchoziho kroku
amplifikace, nebot je k dispozici vysoce citlivy fluorescencni detekéni systém. DNA je
fragmentovana na délku 200-300 b a na jeji 3’konec je pridan poly-A primer fluorescenéné
znaCeny. Fragmenty jsou hybridizovany s oligo-T imobilizovanymi v pritokové kyveté. V
kazdém sekvenacnim cyklu se piidd polymerdza, a pravé jeden fluorescencné znaceny
nukleotid (Milos 2010).

ION torrent je produktem Thermo Fisher Scientific. Jedna se o techniku sekvenovani
DNA =zaloZenou na detekci vodikovych ionti uvolfiovanych pii syntéze DNA béhem
inkorporace novych nukleotidi (Ribani et al., 2018). Detekce probiha v sekvenacnich Cipech a
vodikové inoty jsou rozpoznavany jako zmény pH roztoku. Tento proces eliminuje potiebu
svétla, skenovani a kamer pro monitorovani procesu sekvenovani syntézou
(Goswami & Sanan-Mishra, 2022).

Treti generace sekvenovani predstavuje sekvenaci jedné molekuly DNA, které zamérné
nepozastavuje syntézu vlakna po zaclenéni jedné baze.

SMRT (single-molecule real-time), jednomolekulové sekvenovani v realném case, je
sekvenator vyvinuty spolecnosti Pacific Biosciences, ktery pfimo pozoruje imobilizovanou
molekulu DNA polymerazy pfi syntéze. Adice bazi je méfena pomoci fluorescencni detekce
gama-znacenych hexafosfonukleotida. Po zabudovani baze je odstepen linker s fluorescenénim
barvivem a syntéza bez preruSeni muze pokraCovat. Sekvenacni platforma SMRT vyzaduje
minimalni mnozstvi reagencie a pfipravy vzorku a nejsou zde zadné Casoveé narocné kroky
skenovani a promyvani, coz umoziuje rychlejsiho dosazeni vysledku. Kromé toho sekvenovani
SMRT nevyzaduje rutinni PCR amplifikaci, kterou potfebuje vétsina systémua druhé generace,
¢imz se zabrani systematickému zkresleni amplifikace. Procesivita DNA polymerazy je plné
vyuzita (Schadt et al. 2010). Kromé& sekvenovani DNA technologie SMRT demonstrovala
ptimé pozorovani ribozomu v realném cCase, kdyz prekladal mRNA (Uemura et al. 2010).

Oxford Nanopore je technologie nanoporového sekvenovani, kterd spociva v detekci
zmény napéti na membrané nanoporu. Vlakno DNA je vedeno skrz nanopor a charakteristikou
zmeénou napéti 1ze identifikovat bazi, ktera praveé nanopérem prosla. (Schadt et al. 2010).
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4 Metodika

Hlavnim cilem diplomové prace je ovéfit, zdali je kadefavost u ¢eskoslovenskych vicakt
zpusobena nékterou z doposud publikovanych kauzalnich mutaci genu KR771. Z vyzkumu
Candieu et al. (2009) byla lokalizovana kandidatni SNP mutace v exonu 2 genu KR771 na
chromozomu 27. Relevantni SNP asociovana s kadetavou srsti zpusobuje zménu kodonu a 151
aminokyselina arginin je nahrazena tryptofanem pfi translaci do proteinu KR771. Ze studii
Salmela et al. (2019) a Bauera et al. (2019) byla identifikovana kauzalni mutace fixovana u
kudrnatého retrivra. Popsanym polymorfismem je delece CCTGAAGC sekvence a nasledna
inzerce ACA na exonu 7, ¢imz je zménén Cteci ramec a dochazi k posunu stop-kodonu
translovaného proteinu.

Vzhledem k tomu, ze u Ceskoslovenského vicaka nebyla doposud provedena zadna
geneticka analyza genu KR771, nebylo mozné v uvodu prace odhadnout, kterd z téchto dvou
mutaci by teoreticky mohla zptusobovat kadefavou srst u ¢eskoslovenskych vicaku, proto byl
pfi feSeni diplomové prace navrzen metodicky postup, ktery bude vhodny pro identifikaci obou
mutaci.

4.1 Hodnocena zvirata
4.1.1 Ostatni plemena s variabilni strukturou a délkou srsti

Pro optimalizaci molekularnich markerti byli vybrani zastupci nasledujicich plemen
s variabilni strukturou a délkou srsti: irsky setr (dlouha a rovna srst), samojed (dlouhd a rovna
srst), Jack Russell teriér (kratkd a rovna srst), stafordSirsky bulteriér (kratka a rovna srst),
australsky ovcak (dlouha a rovna az zvinéna srst), mops (kratka a rovna srst), ruska barevna
bolonka (kaderava srst), kerry blue teriér (kadefava srst), curly coated retrivr (kadetava srst).
U vSech jedincu se jednalo o jedince s prikazem pavodu.

4.1.2 Hodnoceni jedince plemene Ceskoslovensky vicak

Cilem analyz bylo zjistit, zdali zvinéna srst u Ceskoslovenskych vI¢akl je zptisobena
geneticky nebo zdali je to efekt pusobeni negenetickych faktort. Proto byla populace
hodnocenych jedinct rozd€lena na dveé Casti. Zvirata zatazena do genotypizované populace jsou
oznacena zktratkou CSV. Prvni ¢ast populace (A) predstavovala 30 jedinca, u kterych byla na
zakladé fenotypu prokézana zvinéna srst nebo se jednalo o jedince, jez méli ve svém rodokmenu
predky se zvinénou srsti nebo jejich predci poskytovali potomstvo se zvinénou srsti.

Tato &ast populace byla zamérné vybrana na zakladé konzultaci s Ing. Danielou Cilovou,
ktera je chovatelkou tohoto plemene, aktivné se GiCastni bonitaci a svodi a ma tedy velmi dobry
prehled o vyskytu této atypické srti u Ceskoslovenskych vicaka.

Druha cast populace (B) predstavovala 50 jedinct, ktefi maji standardni strukturu srsti a
ani vjejich rodokmenu nebyla podchycena kadefava srst. V této subpopulaci se naopak
vyskytovali jedinci, u kterych byla zjiSténa dlouha srst a teoreticky zde byli ocekavani i
prenaseci kauzalni mutace pro dlouhou srst.

Celkova populace tudiz citala 80 jedincu, ktefi predstavovali 38 fen a 42 pst, narozenych
v letech 2005 az 2018. Do rodokmenové analyzy byla zafazena zvitata, ktera nebyla geneticky
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analyzovana, ale ktera pfedstavuji dulezité propojeni mezi analyzovanymi probandy. U
nekterych z téchto zvifat, mnohdy jiz nezijicich, je znamy fenotypovy projev struktury srsti.
Tato zvifata jsou v praci oznacena zkratkou X s pfifazenym cislem.

. ..'\ 5 —
~© CZertice, raksa.Certik.cz

Obrazek 2: Vidielné kaderava srst na hirbeté, hitps://wolfdog.org/gallery/pic/220359/
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k 4: Dlouha srst u Steénéte, htt, .odneplachovickelipy.wbs.cz/
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Obrazek 5: Dlouhosrsté sténé http://www.yzengrin.wbs.cz/Odchovy.html

©.Czertice, raksa.certik.cz

Obrazek 6: Jednd se o stejné zvire jako na predchozim obrazku, zde jiz jako dospély jedinec
.yzengrin.wbs.cz/Odchovy.html




4.2 Izolace DNA

U referencnich plemen i u zastupct Ceskoslovenského vi¢aka byla DNA izolovana z
epitelialnich bunék odebranych bukalnim stérem za pouziti sterilnich cytologickych kartacku.

Nasledna izolace byla provedena dle protokolu NucleoSpin ® Tissue, Macherey-Nagel.
Cytologické kartacky se vzorky DNA byli odstfihnuty a vlozeny do sterilnich zkumavek o
objemu 1,5 ml. Lyze bunék ve vzorku byla zajisténa ptidanim pufru T1 a proteinazou K. Obsah
zkumavky byl promichan ve vibra¢ni tfepacce a ponechan 1-3 hodiny v termobloku pfi teploté
56 °C. Po inkubaci byl do zkumavek ptidan pufr B3 a obsah opét promichan vibracni tfepackou
a vlozen do termobloku pii teploté 70 °C po dobu 10 minut. Poté byla pfidana RNéaza a objem
ruéné promichan a ponechan 5 minut.

Nasledné byly ze zkumavek vyjmuty pinzetou odstfizené cytologickée kartaCky a pridan
absolutni ethanol a ru¢nim pieklapénim zkumavek byl jejich obsah promichan. Vzorky byly
preneseny do zkumavek se silikdtovymi filtry, ve kterych byly vlozeny do cetrifugy a ztoCeny.
Prve byly filtry promyty rozkotem BW a poté BS, nakonec suSeny v odstfedivce. Vysusené
filtry byly pfeneseny do Cisté zkumavky a promyty 100 plroztoku BE, zahfatym na
teplotu 70 °C, za zisku Cisté DNA. Kvantifikace izolovanych vzork byla stanovena UV
spektrofotometricky (NanoPhotometr Implen).

Teoreticky mozna kontaminace izolované DNA raznymi organickymi slouCeninami byla
hodnocena na zaklad€ poméra absorbanci A260/A280 a A230/280. Vzhledem k tomu, Ze cilem
diplomové prace neni hodnoceni kvality ani kvantity izolované DNA, ziskana data nebyla
detailné statisticky zpracovana.

4.3 Detekce kauzalni mutace genu FGF5 ¢.284G>T zodpovédné za
dlouhou srst

Vzhledem k tomu, ze cilem prace je ovéfit, zdali u zastupcti plemene Ceskoslovensky
vlc¢ak muaze dochazet ke kumulaci mutaci zodpovédnych za délku srsti a kadefavost srsti u
jednoho jedince, byla provedena analyza u vSech zastupct plemene Ceskoslovensky vicak
s cilem detekovat kauzalni mutaci genu FGF5 vedouci k dlouhé srsti.

Pro experiment byly pouzity vysledky Housley & Venta (2006), ktefi pozorovali
substitu¢ni mutaci G>T v 284 nukleotidu exonu 1 genu GF5 lokalizovaného na chromozomu
32 vedouci k zaméng¢ cysteinu za fenylalanin. Fenotypovy vysledek této substitucni mutace je
dlouha srst.

Pro experimenty byl pouzit optimalizovany metodicky postup, ktery publikovala
Krausova (2018). V diplomové praci byla mutace detekovana metodou PCR-RFLP. Pro
amplifikaci PCR produktu byla pouzita dvojice primerd, ktera byla navrzena pii feSeni
diplomové prace Krausova (2018). Tato dvojice primerti ohranicuje sekvenci o délce 180 bp.
Primer FGF5-284-F je oligonukleotid o délce 23 bp. Sekvence tohoto
primeru je GTCTTCCTCTTCTTCCTCCGTCT ve sméru do S5’konce k 3’konci.
Primer FGF-284-R  je oligonukleotid o délce 20 bp. Sekvence tohoto
primeru je CTACCGTTTCAGTTACCGAG ve sméru do 5 konce k 3’konci.

Slozeni polymerazové fetezové reakce bylo nasledujici: 30 ng templatové genomické
DNA v 12,5 pl, KCI pufr 1x, MgCI2 1,5 mM, dNTP 200 pM, Primer FGF5-284-F 0,4 uM,
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Primer FGF-284-R 0,4 uM, enhancer — oxalacetat (Top-Bio) 2 mM, BSA 5 ng - 125 ul™! a
Taq polymeraza (Thermo SCIENTIFIC) 0,7 U - 12,5 ul~1.,

Pro amplifikaci byl pouzit termocykler (C 1000 Thermal Cycler, BioRad) s nésledujicim
program:
Iniciace pfi 95 °C po dobu 180 sekund, denaturace pii 95 °C po dobu 30 sekund, annealing pfi
63 °C po dobu 20 sekund, elongace pii 72 °C po dobu 30 sekund. Denaturace, annealing a
elongace se opakovali v 34 cyklech. Finalni elongace probihala pfi 72 °C po 420 sekund. Faze
udrzovani byla nastavena na 12 °C.

Pro  detekci  mutace  bylo  pouzito  restrikéniho  Stepeni  enzymem
Pstl (Thermo SCIENTIFIC). Restrikéni Stepeni probihalo dle nasledujiciho schématu: K PCR
amplikonu jednoho jedince o objemu 5 pl bylo pfidano 9 ul H20, 1 ul 10 - Pufru O a 1 pl Pstl
restrikéniho enzymu. Restrikéni smés byla inkubovana v termocykleru (C 1000 Thermal
Cycler, BioRad) po dobu 16 hodin pfi teploté 37 °C. Enzym byl inaktivovan zahtatim vzorku
na 65 °C po dobu 20 minut. Produkty restrikéniho §tepni byly nasledné separovany v 4 %
agarozovém gelu pii konstantni hodnoté napéti 100 V a po dobu 60 minut. Ziskané produkty
restrikéniho §tepeni byly vizualizovany pomoci EtBr prostfednictvim UV Transiluminatoru
(BioRad Gel Doc XR+ Documentation System) a nasledné digitalizovany pomoci
digitalizacniho systému QuantityOne GelDoc (BioRad).

Vlastni genotypizace byla provedena dle protokolu, ktery navrhla Krausova (2018).
U jedincti s nemutovanou alelou v homozygotni sestavé (W/W) byly vysledkem restrikéniho
Stepeni 3 fragmenty o velikostech 125 bp, 25bp a 30 bp. U jedinct, ktefi nesli obé alely
mutované (M/M), byly produktem restrik¢niho Stepeni dva fragmenty o velikosti 150 bp a 30
bp, nebot vlivem mutace dochazi ke ztraté jednoho restrikéniho mista, palindromu,
rozeznavaného restrikénim enzymem Pstl. U heterozygotnich jedincti (W/M) vznikaly Ctyfi
fragmenty o velikostech 150 bp, 125 bp, 30 bp a 25 bp.

4.4 Detekce mutace ¢.1266_1273delinsACA

Mutace ¢.1266_1273delinsACA je zplsobena deleci nukleotidi CCTGAAGC v pozici
1266 az 1273 a naslednou inzerci nukleotidi ACA. Touto zménou sekvence dochazi k zméné
Cteciho ramce a posunu stop-konodu. Tim je zapfi¢enéna produkce odli§ného proteinu jakozto
vysledku translace.

4.4.1 Bioinformaticka analyza sekvence genomické DNA s vyskytem mutace
c.1266_1273delinsACA

Metodicky se jednalo o bioinformatickou analyzu sekvence genu KR771, pfi niz byla
vyuzita celogenomicka sekvence psiho genomu pod oznacenim >NC 006609.4 (Lindblad-Toh
et al. 2005). V mezinarodni databazi NCBI (Sayers et al. 2022) byla vyhledana pozice genu
KRT71 na chromozomu 27. V sekvenci genu KR771 byl identifikovany 7 exon a v tomto exonu
bylo lokalizovano muta¢ni misto. Vzhledem k tomu, ze referencni sekvence >NC _006609.4
v mezinarodni databizi NCBI pfedstavovala sekvenci ziskanou u plemene némecky boxer,
jednalo se o alelickou variantu odpovidajici rovné srsti. Jinymi slovy se u n¢j nenachazela
popsana delece sekvence CCTGAAGC a nasledna inzerce ACA.

33



Dalsim krokem bioinformatické analyzy genu bylo navrzeni primerového paru, ktery
bude lemovat tuto mutaci a ktery bude poskytovat PCR produkt vhodny pro nasledujici
Sangerovo sekvenovani. Pro navrzeni primerd byl pouzit program Primer3
(Rozen & Skaletsky 2000). Specifita navrzeného primerového paru byla ovéfena pomoci
funkce Primer-BLAST (Ye et al. 2012), ktera je soucasti online dostupného softwaru BLAST®
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Vzhledem k tomu, ze se jedna o inzer¢né-deleCni
mutaci byly predpokladané mutacni polymorfismi detekovany pomoci Sangerovy sekvenace
ziskanych PCR produkta

4.4.2 PCR amplifikace fragmentu genu KRT71 s vyskytem mutace
c.1266_1273delinsACA

Pro amplifikaci byla pouzita dvojice primert KRT71-DELINS-F a KRT71-DELINS-R,
ktera byla narvzena dle vySe popsaného postupu. Nebot se jedna o deleCné-inzeréni mutaci,
amplikony se v pfitomnosti, ¢i nepfitomnosti mutace lisily svou velikosti. Produkt amplifikace
nemutované alely je 206 bp dlouhy amplikon. V pfipadé mutovana alely se jedna o 201 bp
dlouhy amplikon. KRT71-DELINS-F je oligonukleotid o délce 22 nukleotidi, jehoz sekvence
je:

5°...GATGCTGCGCGAGTACCAGGAG...3*
KRT71-DELINS-R je oligonukleotid o délce 24 nukleotidd, jehoz sekvence je:
5¢...CATCATCACCCAAGGATGCCCTTT...3*

Pro amplifikaci byl pouzit amplifika¢ni kit FAST START ESSENCIAL DNA GREEN
MASTER (Roche). Amplifikacni reakce o objemu 10 pl obsahovala 20 ng genomické DNA.
Koncetrace kazdehé z primeru byla 500 nM.

Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o nami nové navrzeny primerovy par, bylo nutné stanovit
optimalni teplotu annealingu, hybridizace primert s teplatovym vlaknem DNA. Amplifikace
probihala v termocykleru (CFX Connect Real-Time PCR Detection System BioRad®). Profil
amplifikace v¢etné pouzitého gradientu je uveden na nasledujicich dvou obrazcich.

Z obrazku 7 vyplyva, ze po amplifikaci PCR fragmentt nasledovala post-amplifikacni
analyza —  melting  analyza, jejimz cilem bylo  vyhodnoceni  melting
kiivky, ktera podava informace o specifi¢nosti amplifikace. Pro amplifikaci 1 pro
post-amplifikacni analyzu byl pouzit CFX Maestro Software (BioRad).
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Obrazek 8: Teplotni gradient pro stanoveni optimalni teploty annealingu navrZenych primerii

4.4.3 Detekce mutace c.1266 1273delinsACA pomoci Sangerovy sekvenace

PCR amplikony, ptipravené dle protokolu uvedeného v kapitole 4.4.2, byly nejprve
separovany v 2,5 % agarozovém gelu. Jejich vizualizace byla provedene pomoci ethidium
bromidu. Z agar6ézového gelu byly skalpelem vyfiznuty blocky s pozadovanym PCR
amplikonem. Amplifikovany fragment byl z gelu extrahovan pomoci kitu GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo SCIENTIFIC). Pro extrakci byl dodrzen metodicky postup dodavany
vyrobcem kitu.

Finalnim krokem extrakce fragmentu z gelu byla eluce PCR amplikonu ze silikatového
filtru 20 pl ddPCR HO (pH 8). Eluované fragmenty byly kvantifikovany shodnym

35



postupem, jakym byla kvantifikovana izolovanad genomickd DNA. Ziskané amplikony
byly sekvenovany vzdy od KRT71-DELINS-F i KRT71-DELINS-R primert. Sekvenace byla
provedena jako servis poskytovany firmou Eurofins Genomics. Koncentrace primeru i
koncentrace sekvenované DNA byla pfipravena dle pozadavkd, uvedenych v protokolu
firmy FEurofins Genomics (https://eurofinsgenomics.eu/media/1587670/eurofins-flyer-
tubeseq 20221214 online.pdf). Vzorky urCené k sekvenovani byly oznaceny dle
instruktazniho protokolu, ktery prezentuje Eurofins Genomics na svych strankach.

Ziskana hruba sekvenani data byla nasledné zpracovana programem
BioEdit (Hall 1999). Ze ziskanych hrubych dat byly sestaveny konsenzuélni sekvence. Jejich
porovnani bylo uskute¢néno rovnéz pomoci programu BioEdit (Hall 1999).

4.5 Detekce mutace c.451C>T

Substitucni mutace v pozici 451 nulkeotidu, kdy je deoxycytidinfosfat nahrazen
deoxythymidinfosfatem, zplisobuje zménu 151 aminokyseliny cysteinu za fenylalanin pfi
proteosyntéze KR771, ¢imz je ovlivnéna struktura keratinovych intermediarnich filament
vlasového stvolu a zapfi¢enéna jeho kadetava struktura.

4.5.1 Bioinformaticka analyza skevence genomické DNA s vyskytem mutace ¢.451C>T

U kauzalni mutace ¢.451C>T, zpusobené substituci byla provedena bioinformaticka
analyza obdobnym zptisobem jako tomu bylo u mutace ¢.1266 1273delinsACA. Vzhledem
k tomu, ze tato mutace je lokalizovana na exonu 2, byla v celogenomické referencni sekvenci
s oznacenim >NC 006609.4 (Lindblad-Toh et al. 2005) identifikovana muta¢ni pozice genu
KRT71 v exonu 2. Referencni sekvence odpovida genomu psa plemene némecky boxer,
plemeno srovnou srsti, byla proto v pozici mutace identifikovana C/C alelickd sestava.
Navrzeni primer a posouzeni jejich specifity bylo provedeno shodnym zptisobem jako u
mutace ¢.1266_1273delinsACA.

4.5.2 PCR amplifikace fragmentu genu KR7T71 s vyskytem mutace c.451C>T

Amplifikace byla provedena podle stejného protokolu jako u mutace
c.1266 1273delinsACA. Pro vybér optimalni teploty annealingu byl pouzit stejny gradient jako
u mutace c.1266 1273delinsACA. Gradient 1 amplifikacni profil je znazornén
na obrazcich 1 a 2.

Pro amplifikaci mutace c¢.451C>T byla navrzena dvojice primert KRT71-451-F a
KRT71-451-R. Produktem amplifikace byl 127 bp dlouhy amplikon.

Primer KRT71-451-F je oligonukleotid o délce 24 nukleotidd, jehoz sekvence je:

5°...GGGGCTCAACAGTTTCTGCACTTT...3*
Primer KRT71-451-R je oligonukleotid o délce rovnéz 24 nukleotidd, jehoz sekvence je:

5. .GCTCCAGGTTGTTCTTGCAGTTGT...3°
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4.5.3 Detekce mutace c.451C>T pomoci Sangerovy sekvenace

Sekvenacni analyza byla provedena podle stejného protokolu jako u mutace
c.1266_1273delinsACA.

4.5.4 Detekce mutace c.451C>T pomoci restrikéniho Stepeni

Substitucni mutace ¢.451C>T je zodpovédna za ztratu restrikéniho mista u mutované
alely pro enzym Acil. Proto bylo mozné navrhnout a validovat metodu PCR-RFLP. Prvnim
krokem pro navrzeni této metody bylo urCeni, zdali nemutovana alela (W) je odlisitelna od alely
mutované (M). Pro tuto analyzu byla pouzita volné pristupna aplikace
Webcutter (Heiman 1997). Nalezeni vhodného restrikéniho enzymu probihalo nasledovné:
Sekvence amplikond, vymezena primery KRT71-451-F a KRT71-451-R, byla vlozena do
zadavaciho okna softwaru Webcutter (Heiman 1997), a to nejprve pro alelu nemutovanou a
nasledné pro alelu mutovanou. Program automaticky identifikuje palindromy a uvede prehled
vSech restrikénich enzymu, které jsou schopny Stepit amplikon odpovidajici nemutované i
mutované alely. Ziskany prehled enzymu byl porovnan a byl identifikovan restrikéni enzym,
ktery je schopen Stepit pouze jednu z alelickych variant. V tomto piipad¢ se jednalo o enzym
Acil, ktery Stepi pouze alelu nemutovanou.

PCR-RFLP markery maji kodominantni charakter, a proto navrzeny zpusob detekce
odlisnych alel bude schopen identifikovat jedince, ktefi nesou obé alely nemutované (W/W),
heterozygoty (W/M) a jedince s mutovanou alelou v homozygotni sestaveé (M/M).

Vystupem programu Webcutter (Heiman 1997) byla i velikost restrikcnich fragmentt,
které pusobenim enzymu Acil vznikaji u mutované alely. Dle vysledku této analyzy by
amplikon mutované alely o velikosti 127 bp mél byt §tepena na dva fragmenty, a to o
velikostech 39 bp a 88 bp. Vlastni restrikéni St€peni u kazdého vzorku predstavovalo 5 pl PCR
produktu, 9 pul H,O, 1 pl 10 - Pufru O a 0,5 pl enzymu Acil. Stepeni probihalo v termocykleru
(C 1000 Thermal Cycler, BioRad) pii teploté 39 °C po dobu 11 hodin. Enzymu byl inaktivovan
naslednym zahtatim vzorki na 65 °C po dobu 20 minut. Ziskané restrikcni fragmenty byly
separovany v 3,5 % agardzovém gelu po dobu 45 minut pii konstantnim napéti 120 V. Produkty
restrikéniho Stepeni byly vizualizovany pomoci ethidium bromidu prostfednictvim UV
Transiluminatoru (BioRad Gel Doc XR+ Documentation System) a nasledné digitalizovany
pomoci digitalizaéniho systému QuantityOne GelDoc (BioRad).

4.6 Genealogicka studie prenasecu mutované alely genu KR771 c.451C>T

Vzhledem ktomu, ze predchézejici ¢asti diplomové prace jednoznaéné potvrdili, ze
mutace ¢.451C>T je skutecné kauzalni mutaci u plemene Ceskoslovensky vicak zpiisobujici
kaderavou srst, bylo pfistoupeno ke genealogické studii s cilem odhadnout, ktefi jedinci mohli
a mohou teoreticky tuto mutaci predavat. U jedinct pouzitych pro analyzu byla zachovana
anonymita, a proto nejsou zminéna jména jedinct ani jiné identifika¢ni udaje.

Pro genealogickou studii byla pouzita ¢ast populace zamérné vybrana ve spolupraci
s Ing. Danielou Cilovou. Pro grafické zpracovani genealogické studie byl pouzit program
Gramps (Allingham 2001-2006). Jako vstupni data pro tento program byly pouzity kody
jednotlivych hodnocenych zvifat. Jejich piibuzenské vztahy byly ovéfeny prostiednictvim
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databaze Wolfdog database (2013). Pokud byl dany jedinec genotypizovan, pak u né byl
uveden detekovany genotyp zpohledu kauzalni mutace c¢451C>T. Na zakladé
konzultaci s Ing. Danielou Cilovou byli u jedincd se znamym fenotypem (standardni nebo
kadetava srst) doplnény informace o strukture srsti. Na zdklad€ porovnani genotypu probanda
a na zaklad¢ jeho fenotypového proveju byl proveden odhad, od kterého rodice mohl teoreticky
ziskat mutovanou alelu. To znamena, Zze na zakladé porovnani 30 rodokmenu byli
identifikovani spolecni predci, ktefi spojovali jedince s kadetavou srsti a tyto jedince lze
teoreticky povazovat za donory mutaci.

4.7 Statistické zpracovani vysledku z hlediska populacni genetiky

Analyza genomu studovanych jedinct poskytla data o segregaci dominantni a recesivni
alely ve sledovaném znaku vybérového souboru (N) populace plemene Ceskoslovensky vl¢ak.
Na zakladé Hardy-Weinbergovy rovnovahy byly vypocteny absolutni (D, H, R) a relativni
(d, h, r) frekvence genotypu.

N=D+H+R
LD L _H R
-N N "N

Z takto dopoctenych frekvenci genotypt byly poté ziskany absolutni (P, Q) a relativni
(g, r) frekvence alel sledovaného znaku.

2N=P+Q P=2D+H Q=2R+H

p’+2pq+q*=1 v 4=5y

Rozdily v poctech jedinca s danymi genotypy ¢i alelami mezi populacemi i mezi geny
byly hodnoceny pomoci Pearsnova y?testu se simulaci p-hodnoty softwarem R
(R Core Team 2022).

Na zaklad¢ ziskanych informaci byla provedena analyza z pohledu populacni genetiky.
Byla vypoctena pozorovana heterozygotnost (Ho,) a heterozygotnost ocekavana (He).
Pro vypocet técho zakladnich populac¢nich parametri byl pouzit program Cervus
(Kalinowski et al. 2007).
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S Vysledky

5.1 Hodnoceni izolace genomické DNA

Kvalita a kvantita extrahované DNA je velice dilezita pro nasledujici PCR analyzy. O
tom, ze zvoleny metodicky postup vedl k ziskani kvalitni vysokomelukarni DNA s odpovidajici
Cistotou sveédc¢i nasledujici parametry: z jednoho bukalni stéru bylo ziskano praimérné 11 ug
DNA (variacni koeficient je roven 8 %). Pruiméma hodnota poméru A260/A280 byla 1,89
(variacni koeficient je roven 5,3 %) a prumérna hodnota poméru A260/A230 byla 1,96 (variacni
koeficient je roven 7,5 %).

5.2 Genotypizace populace z hlediska vyskytu alel genu FGF5

V diplomové praci jsem ovéfila, ze metodicky postup, ktery navrhla Krausova (2018)
spolehliveé fungoval i u dalSich reprezentanti plemene Ceskoslovensky vicak. Navrzena dvojice
primert FGF5-284-F a FGF5-248-R spolehlivé amplifikovala produk o velikosti 180. Rovnéz
produkty restrikéniho Stepeni odpovidaly velikostem uvedenym v kapitole 4.3.

Na nasledujicim obrazku je uveden elektroforeogram, ve kterém jsou patrné kombinace
nemutované alely W a mutované alely M genu IFGF35. V celkové populaci hodnocenych
Ceskoslovenskych vi¢aka bylo detekovano 65 jedinci s genotypem W/W, 13 jedinca
s genotypem W/M a 2 homozygoti M/M.

S G/G GT GT GG GT GG G/IG G/G

Obrazek 9: Elektroforeogram s vysledky Stepeni endonukledzou Pstl

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

Blizsi vyhodnoceni z hlediska populacni analyzy je soucasti vysledkové kapitoly 5.7.
Detailni vysledky genotypizace u vSech zastupci plemene Ceskoslovenského vicaka jsou
soucasti prilohy 15 diplomové prace.
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5.3 Vysledky bioinformatické analyzy a navrzeni primeru pro studium
variability genu KRT71

5.3.1 Bioinformaticka analyza

Z vysledku bioinformatické analyzy provedené v Ensembl (Cunningham et al. 2022), je
patrné, ze gen KR771 je lokalizovany na 27 chromozomu a ma pouze jednu variantu sestfihu.
Struktura exonu a intronu tohoto genu je znazornéna na obrazku 10.

BLAST/BLAT | VEP | Tools | BioMart | Downloads | Help & Docs | Blog

)
“Q Dog - Boxer (Dog10K_Boxer_Tasha) v

Location: 27:43,708,353-43,717,699 [MelnHIGrgl Transcript: KRT71-201
Gene-based displays

& Summary Gene: KRT71 ENSCAFG00000053463
Splice variants
Transcript comparison Description keratin 71 [Source:NCBI gene (formerly Entrezgene).Acc:486522&]
Gene alleles Brimary aceemb _— . .
& Sequence Location Primary_assembly 27: 43 708.353-43 699 reverse strand
Secondary Structure Dog10K_Boxer_Tasha:CM000027.5
= Comparative Genomics About this gene This gene has 1 transcript (splice variant) and is associated with 1 phenotype.
g g pt (splice variant) D
Genomic alignments
Gene tree Transcripts Show transcript table
Gene gain/loss tree
Orthologues
Paralogues Summary @
= Breeds
Gene tree Name KRT71& (NCBI gene (formerly Entrezgene))
Orthologues c o1 N s 1
Paralogues nsembl version ENSCAFG00000053463
= Ontologies Gene type Protein coding
GO: Molecular function
Annotation method Annotation produced by the Ensembl genebuild

GO: Biological process
Cellular component

= = Go to Region in Detail for more tracks and navigation options (e.g. zooming)

¥ Addiremove tracks | g Custom tracks | «<& Share | [) Resize image | [&] Exportimage | & Reset configuration | 53 Reset track order |

9.35 kb

Molecular interactions 43.700Mb 43.705Mb 43.710Mb 43.715Mb

Regulation é‘:""ﬂsm - i

Ext . < nes (Ensem|

Extemal references < KRT71-201 - ENSCAFT00000099582

Supporting evidence protein coding

= ID History
Gene
& Configure this page
43.700Mb 43.705Mb 43.710Mb 43.715Mb
«a-Reverse strand 9.35 kb

Obrazek 10: Struktura genu KRT71

Na dalsim obrazku je uveden vystup bioinformatické analyzy, kde jsou detailné popsany
exony genu KR771. Mutace ¢.451C>T je lokalizovana v exonu 2 a muta¢ni misto je na obrazku
znazornéno ¢ervenym krouzkem. Druh4 mutace ¢.1266 1273delinsACA se nachazi na exonu
7. Sekvence uvedena na obrazku 11. pfedstavuje DNA némeckého boxera s kratkou srsti, a
proto se zde popsana delece nenechazi. Potencialni misto delece je oznafeno Cervenym
rameckem.
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Obrazek 11: Sekvence exonii a intronit genu KRT71 s vyznacenim kauzalnich mutac
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5.3.2 Vysledky navrzeni primeru pro amplifikaci mutace ¢.1266_1273delinsACA

Na obrazku 12 jsou uvedeny sekvence primert KRT71-DELINS-F
a KRT71-DELINS-R, vcetné jejich charakteristik. Tento obrazek predstavuje vystup programu
Primer-BLAST (Ye et al. 2012). Z obrazku 12 je patré, ze bioinformatickou analyzou bylo
zjisténo, ze navrzena dvojice primeru je specificka a v celogenomické sekvenci psa by méla
nasedat pouze v jediném misté, keré je rovnéz na obrazku vyznaceno.

Primer-BLAST » JoB ID:pgx4ngtgBslh_AP5Dpkny3SCNvIZKS3kWA

Primer-BLAST Results @

Input PCR template none

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Canis lupus familiaris Dog10K_Boxer_Tasha [GCF_000002285.5] chromosomes plus
unplaced and unlocalized scaffolds

Other reports P Search Summary
= Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GATGCTGCGCGAGTACCAGGAG 22 65.46 63.64 4.00 0.00
Reverse primer CATCATCACCCAAGGATGCCCTTT 24 63.25 50.00 4.00 2.00

Products on target templates
>NC_006609.4 Canis lupus familiaris isolate Tasha breed boxer chromosome 27, alternate assembly Dog10K_Boxer_Tasha

product length = 206
Features associated with this product:
keratin, type ii cytoskeletal 71

Forward primer 1 GATGCTGCGCGAGTACCAGGAG 22

Template 43710823 . ..iiiiiiiiiiearaaaaa 43710802
Reverse primer 1 CATCATCACCCAAGGATGCCCTTT 24
Template 43710618 ...iiiiiiiiiii i 43710641

Obrazek 12: Sekvence primerit KRT71-DELINS-F a KRT71-DELINS-I
5.3.3 Vysledky navrzeni primeru pro amplifikaci mutace ¢.451C>T

Na obrazku 13 jsou uvedeny sekvence primerd KRT71-451-F a KRT71-451-R, vCetné
jejich charakteristik. Tento obrazek predstavuje vystup programu Primer-BLAST (Ye et al.
2012). Z obrazku 13 je patré, Ze bioinformatickou analyzou bylo zji§téno, ze navrzena dvojice
primert je specificka a v celogenomické sekvenci psa by méla nasedat pouze v jediném miste,
keré je rovnéz na obrazku vyznaceno.

Primer-BLAST » JoB ID:7-Ux10NrTsNp_Uv4RphvyjyDfvgRKGXIEA

Primer-BLAST Results @

Input PCR template none

Specificity of primers Target templates were found in selected database: Canis lupus familiaris Dog10K_Boxer_Tasha [GCF_000002285.5] chromosomes plus
unplaced and unlocalized scaffolds

Other reports P Search Summary
= Detailed primer reports

Primer pair 1

Sequence (5->3") Length Tm GC% Self complementarity Self 3' complementarity
Forward primer GGGGCTCAACAGTTTCTGCACTTT 24 64.04 50.00 5.00 1.00
Reverse primer GCTCCAGGTTGTTCTTGCAGTTGT 24 64.02 50.00 4.00 0.00

Products on target templates
>NC_006609.4 Canis lupus familiaris isolate Tasha breed boxer chromosome 27, alternate assembly Dog10K_Boxer_Tasha

product length = 127
Features associated with this product:
keratin, type ii cytoskeletal 71

Forward primer 1 GGGGCTCAACAGTTTCTGCACTTT 24
Template 43714848 ...t 43714825

Reverse primer 1 GCTCCAGGTTGTTCTTGCAGTTGT 24
Template 43714722 i, 43714745

Obrazek 13: Sekvence primeriit KRT71-451-F a KRT71-451-R
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5.3.4 Hodnoceni specifity amplifikace nové navrzeného markeru kauzalni mutace
¢.451C>T pomoci melting analyzy a pomoci elektroforetické separace

Amplifikace s pouzitim vyse uvedeného primerového paru skute¢né poskytovala jediny
amplikon. Jeho velikost byla vsouladu s bioinformatickou analyzou odhadnuta
elektroforetickou separaci na 127 bp. Z metodické ¢asti prace je patrné, ze pro amplifikaci byla
pouzita metoda kvantitativni polymerazové fetézové reakce (RT-PCR ¢i qPCR), jejichz
soucasti je 1 melting (melting teplota, Tm) analyza. Vysledky metling analyzy, které byly
zpracovany v programu CFX Maestro (BioRad) jsou zndzorné€ny na obrazku 14. Z obrazku 14
je patrné, ze melting kiivka vytvari jeden osové-symetricky peak. Timto zpusobem
charakterizovny amplikon, je typicky pro vysoce specifickou polymerazovou
fetézovou reakci, kdy amplifikaci vznika pouze jeden produkt. Skute¢na specifita amplifikace
byla potrvzena rovnéz elekotrforetickou separaci — obrazek 15. Na obrazku jsou znazornény

PCR produkty riznych plemen. Elektroforeogram podava dikaz o tom, ze amplikon je
monomorfni.

m Quantification VE Quantification Data Melt Curve Melt Curve Data !!! Gene Expression End Point t:a% Custom Data View @ Qc E Run Information

[ &
Melt Curve Melt Peak
T T

[ [

-d(RFU)/dT

65 70 75 80 85 90 95 65 70 75 80 85 20 95
Temperature, Celsius Temperature, Celsius

[ syer Peak Type: |Posttive v | Step Number: |7 v

1 |2 [ 34 |5 |6 |7 [8 [9 w0 ]|n|n Wel O| Fuor & Taget O Content  Sample Om ol2
g memeEy | L o s o
o Do oo T T I I N O

Obrazek 14: Melting analyza amplifikace substitucni mutace

=

mops

australsky ovéak
barevna bolonka
kerry blue teriér

Standard
irsky setr
samojed
ted retrivr
slovensky vicak

127 bp
D GEES - e GEED GEND SEED - - -

Obrazek 15: Elekiroforeogram monomorfniho amplikonu mutace c¢.451C>T
S- GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo SCIENTIFIC)
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5.4 Vysledky sekvenacni analyzy nové navrzenych markera dvou
kauzalnich mutaci genu KR771

5.4.1 Sekvenace amplikonu nové navrzeného markeru mutace ¢.1266_1273delinsACA

Pro sekvenacni analyzu byla pouzita kolekce referencnich plemen s variabilni strukturou
srsti, ktera jsou uvedena v kapitole 4.1.1. Soucasné byla provedene sekvenace dvou zastupct
plemene Ceskoslovensky vi¢ak s kadefavou srsti a dvou zastupci se standardnim typem
osrsténi. Na obrazku 16 je znazornény elektroforeogram téchto PCR produkti. Z obrazku 16 je
patrné, ze u vSech hodnocenych jedincti dochazelo k amplifikaci PCR produktu. Mezi
amplikony na obrazku 16 je rovnéz amplikon plemen curly coated retrivr, u které¢ho je produkt
velky 201 bp. U zbyvajicich plemen je produkt dlouhy 206 bp. Z obrazku je patrné, ze
agarozova gelova elektroforéza neni schopna detekovat tuto deleCni mutaci. Proto byla
provedena sekvenace amplikonu.

Standard

Curly coated retrivr
Kerry blue teriér
barevna bolonka
irsky setr

samojed
australsky ovéak
mops

Obrazek 16:Elektroforeogram amplikonii mutace c. 1266 1273delinsACA

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

Ziskana sekvenaéni data byla zpracovana v programu BioEdit (Hall 1999), ve kterém
byly porovnany sekvence tohoto markeru u riznych psich plemen. Vysledky srovnavaci
analyzy jsou uvedeny na nasledujicim obrazku 17. Pro vétsi prehlednost zde neni zndzornéna
cela sekvence, ale pouze oblast, kde se nachazi dele¢né inzer¢ni polymorfismus. Jak je
signifikantni na obrazku, mutace c.1266 1273delinsACA se nachéazela pouze u zastupce
plemene curly coated retrivr. Tento vysledek je v souladu s literarnimi prameny. Vzhledem
k tomu, ze v diplomové praci byli hodnoceni pouze dva zastupci plemene Ceskoslovensky vi¢ak
s kadefavou  srsti, u kterych byla sekvenaci vylouena pifitomnost mutace
c.1266 1273delinsACA, vyvodila jsem zaver, ze svysokou pravdépodobnosti mutace
c.1266_1273delinsACA nebude piic¢inou mutaci kadetfavosti u plemene ¢eskoslovensky vicak.
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Proto jsem se dale v diplomové praci zameéfila na druhou mutaci, tedy mutaci substitucni
c451C>T.

g W“_L] B 13 total sequences
: i Selection: null Sequence Mask: None Start
ISt/ Sio [ Position: 1: C5Y249 kaderavé srst 1 Numbering Mask: None nuler at!
—— » G TR 1 <..>ma TTAG Smdl;J_J ;J

fIDID Gon Eéﬁ%.ﬂ":ﬂii“!:“ BTRT @MIE % cpeed sow b 4 fast

[T L L [ [
| 10 20 30 40 50 60 70 80

CSV249 kaderava srst GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGARGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARGCTGCTGGAGAGL
CSV463 kaderava srst GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCAAGCTGCTGGAGAGC!
CSV168 standarni srst GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARAGCTGCTGGAGAGT
C8V25 standardni srst GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGARGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARGCTGCTGGAGAGT
i:5k§ setr GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARGCTGCTGGAGAGL
5amojed GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGARGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARGCTGCTGGAGAGT
Jack Russell teriér GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCAAGCTGCTGGAGAGT
5taford§irsky bulteriér GRTGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARAGCTGCTGGAGAGT
ausralsky ovcéak GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCAAGCTGCTGGAGAGT
mops GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGARGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARGCTGCTGGAGAGL
ruska barevna bolonka GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCAAGCTGCTGGAGAGT
GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGCCTGAAGCTGGCCCTGGACATGGAGATCGCCACCTACCGCARGCTGCTGGAGAGL
CCACCTACCGCAAGCTGCTGGAGAGC

kerry blue teriér
m GATGCTGCGCGAGTACCAGGAGCTCCTGAGACE TGGCCCTGGACATGGAGATCG

Obrazek 17: Porovnani sekvenci mutacniho mista u riiznych psich plemen

Na obrazcich 18 a 19 jsou uvedena hruba sekvenacni data. PfiCemz obrazek 18 znazortiuje
obrazek eskoslovenského vi¢aka se standardni srsti (W/W). Cervenym rameckem je na tomto
obrazku znazornéno 8 nukleotidu, které jsou v piipadé mutované alely (M) deletovany.

Na obrazku 19 jsou znazornéna hruba sekvenacni data u plemene curly coated retrivr.
Toto plemeno bylo jediné hodnocené plemeno v kolekci referencnich plemen, u n¢jz je delece
fixovana. Na tomto obrazku je Cervenym obdélniCkem oznacené misto, kde doslo k deleci a

nasledné inzerci nukleotidu ACA.

TGAGICCTGAAGCTGGCCCTGG.-\.

et

Aot VN AL

Obrazek 18: Sekvence alely u ceskoslovenského vicdka se standardni strukturou srsti

\/ s X

A X

Obrazek 19: Sekvence mutované alely c. 1266 1273delinsACA u plemene curly coated retrivr
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5.4.2 Sekvenace amplikonu nové navrzeného markeru mutace ¢.451C>T

Pro sekvenaCni analyzu byla pouzita stejnd plemena jako v pfipadé mutace
c.1266 1273delinsACA, viz. kapitola 5.4.1. Ziskané vysledky jsou prezentovany rovnéz jako
vystup programu BioEdit (Hall 1999). Z porovnani sekvenci na obrazku 20 je jasné€ patrné, ze
substitu¢ni mutace ¢.451C>T byla, kromé plemen s typickou kadefavou srsti, nalezena i u obou
kadetavych zastupci plemene Ceskoslovensky vicak. Tento vysledek byl pro feSeni prace
velice dualezity, protoze konkretni typ mutace vedouci ke kadetavosti byl takto
poprvé u tohoto plemene jednoznacné potvrzen. Tudiz jsem mohla vyslovit hypotézu, ze
v populaci Ceskoslovenského vicaka se budou rovnéz nachazet heterozygoti, pfenaseCi této
exteriérové vady. Proto jsem se v dalsi Casti prace mohla zaméfit na vyvoj a validaci metody
PCR-RFLP, ktera bude pouzitelna pro rychlou a snadnou detekci mutace ¢.451C>T.

B [Courier New S B 13 total sequences
Mode: i Selection:0 Sequence Mask: None Start
ok [Seloct /5860 = Pasition: Numbering Mask: None wuler at:|1

€ 1D|TT §oco[+ = FEIINIFERE BT - OB 2 Sy g

NIRRT R R I N N R

10 20 30 40 50 €0 70

=
CSV168 standardni srst GGGGCTCAACAGTTTCTGCACTTTGGGTCCCAGGTGCGGTTCCTGGAGCAGCAGAACCAGGTGCTGGAGACCARGTGGGAGCTGC

CSV25 standardni srst
irsky setr

samojed

Jack Russell teriér
stafordSirsky bulteriér
australsky ovcak

mops

curly coated retrivr
kerry blue teriér
ruska barevna bolonka
CSV249 kaderava srst
CSV463 kaderava srst

Obrazek 20: Porovnani sekvenci alely mutace c.451C>T u riiznych psich plemen

Na obrazku 21 jsou uvedena hruba sekvenacni data u Ceskoslovenského vicaka se
standardni srsti (W/W). Cervenym rameckem je v této sekvenci oznaden nukleotid C, ktery je
u mutované alely substituovan nukleotidem T.

Obrazek 21: Sekvence nemutované alely u ceskoslovenského vicdka se standardni srsti

Na obrazku 22 jsou uvedena hruba sekvenacni data u cCeskoslovenského vicaka
s kadetavou srsti (M/M). Substituovany nukleotid T je oznaCen Cervenym rameckem.

Obrazek 22: Sekvence mutované alely u ceskoslovenského vicaka s kaderavou srsti
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V této kapitole je uveden vystup z BioEdit (Hall 1999), ve kterém je zvyraznéna
substituce C>T. Z obrazku 20 je patrné, ze oba zastupci plemene Ceskoslovensky vlcak
s kadetavou srti byli homozygotni z hlediska substitu¢ni mutace.

5.5 Metoda PCR-RFLP a posouzeni jeji vhodnosti pro detekci mutace
c.451C>T genu KRT71

Cilem prace bylo mimo jiné navrhout metodicky postup detekce kauzalni mutace
c.451C>T, ktery by byl rychlejsi oproti Sangerovu sekvenovani. Védecka hypotéza pro tento
cil prace predpoklada, ze metoda PCR-RFLP je pouzitelna tehdy, jeli pfitomnosti ¢i absenci
substitu¢ni mutace ovlivnén palindrom nékterého z restrikénich enzymu. Na obrazcich 23 a 24
je uvedena cast restrikénich endonukledz, které §tépi PCR amplikon vytvoreny s pomoci
primerd KRT71-451-F a KRT71-451-R u nemutované a mutované alely. Jedna se o vystup

programu Webcutter (Heiman 1997).

Webcutter wild amplikon

Enzyme No. Positions Recognition

name cuts of sites sequence

AccB71I 1 63 ccannnn/ntgg

AciI 1 39 cege

AclWI 1 100 ggatc

Alul 2 81 93 ag/ct

Alw261 1 71 gtctc

AlwI 1 100 ggatc

AlwNI 3 15 63 93 cagnnn/ctg

AspS9I 1 26 g/gncc

Asul 1 26 g/gncc

Avall 1 26 g/gwcc

BanII 1 6 grgcy/c

BbvI 3 52 85 91 gcagc

Bmel8I 1 26 g/gwcc

BmyI 1 6 gdgch/c

BpmI 3 48 69 126 ctggag

Bsal 1 72 ggtctc

BsaJIl 1 29 c/cnngg

Bsc4l 2 34 62 ccnnnn/nnngg
Obrazek 23: Restrikcni endonuklezy Stépici amplikon nemutované alely

Webcutter mutant amplikon

Enzyme No. Positions Recognition

name cuts of sites sequence

AccB71 1 63 ccannnn/ntgg

AclWI 1 100 ggatc

Alul 2 81 93 ag/ct

Alw261I 1 71 gtctc

AlwI 1 100 ggatc

AlwNI 3 15 63 93 cagnnn/ctg

AspS9I 1 26 g/gncc

Asul 1 26 g/gncc

Avall 1 26 g/gwcc

BanII 1 6 grgcy/c

BbvI 3 52 85 91 gcagc

Bmel8I 1 26 g/gwcc

BmyI 1 6 gdgch/c

BpmI 3 48 69 126 ctggag

Bsal 1 72 ggtctc

BsaJI 1 29 c/cnngg

Bsc4I 2 34 62 ccnnnn/nnngg

BseDI 1 29 c/cnngg

BsgI 1 21 gtgcag

Obrazek 24: Restrikcni endonukledzy Stépici amplikon mutované alely
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Z nize uvedeného elektroforeogramu je viditelné ptisobeni restrikénich endonukleaz na
produkty amplifikace u vybranych zastupci plemene Ceskoslovensky vicak. U jedinca
s genotypem W/W vznikaly dva fragmenty o velikostech 39 bp a 88 bp. Vzhledem k tomu, ze
u homozygotnich jedinci s genotypem M/M se nenachazel palindrom rozpoznavany piislusnou
restrikéni endonukleazou, Stépeni neprobihalo a vysledkem je fragmetn o velikosti 127 bp.
Restrikénim Stepenim u heterozygotu vznikaly tfi fragmenty o velikostech 39 bp, 88 bp a 127
bp.

S wWMWwWMWMWM MM W/MW/MW/M W/W

127 bp
T R T D w— — —

- -~ — L

88 bp

39 bp

Obrazek 25: Elektroforeogram restrikcniho stepeni enzymem Acil, S- GeneRuker 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo SCIENTIFIC)

5.6 Genotypizace populace z hlediska vyskytu mutace c.451C>T genu
KRT71

Stejné, jako tomu bylo u genu FGFS5, byla cela populace podrobena genotypizaci
pomoci PCR-RFLP markeru, popsaného v pfedchézejicich kapitolach. V populaci byly zjistény
vsechny mozné alelické kombinace tohoto markeru. 57 jedinct vykazovalo genotyp W/W, 17
jedinca genotyp W/M a 6 jedinct genotyp M/M. Detailni piehled vSech detekovanych genotypu
je uveden v priloze. Podrobné statistické vyhodnoci ziskanych dat je zpracovano v kapitole 5.7.

5.7 Vyhodnoceni absolutnich a relativnich Cetnosti genotypu a alel
z pohledu populacni genetiky

Vzhledem ktomu, ze pfedchozimi analyzami jsme vyloucili kauzalitu mutace
c.1266 1273delinsACA ve spojitosti s kadetavou srsti u ceskoslovenského vicaka bylo
vysledné statistické zpracovani dat zaméfeno pouze na vyhodnocovani substitu¢nich mutaci
genu KR771 a FGF35. Jedna z védeckych hypotéz diplomové prace predpokladala, ze vzhledem
k nizke frekvenci mutovanych alel, bude velice malo pravdépodobné, Ze u jednoho jedince
dojde ke kumulaci kauzalnich mutaci obou gent. Z dat prezentovanych v pfiloze je vSak patrné,
ze k této kumulaci skute¢né doslo, a to u dvou jedincu. Jedinec CSV132 je v genu KR771
mutovany homozygot (M/M) a v genu FGF35 je heterozygot (W/M). Ke kumulaci doslo rovnéz
u jedince CSV97, ktery je v genu KR771 heterozygot (W/M) a rovnéz v genu FGF5 ma
heterozygoti genotyp (W/M).
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Celkova genotypiza¢ni data prezentovana v piiloze byla sumarizovana formou grafll na
obrazcich 26 az 27 a to jak na urovni absolutnich etnosti, tak na Grovni relativnich Cetnosti

detekovanych genotypi a alel.
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a) genotypy KRT71

Cels populace

EWW EWM EMM

c) alely KRT1

>

b) genotypy FGF5

EWW EWM BMM

d) alely FGF5

0,80 00 1,00

1,00

"W aMm

Cel4 populace Cel4 populace
0 20 40 60 80 100 120 140 160 20 40 60 80 100 120 140 160
aw aMm "W sMm
Obrazek 26: Absolutni cetnosti
a) genotypy KRT71 b) genotypy FGF5
8 — ° —
— — I
A A
(e populace — Celd populace —
0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,60 0,70 0,80 0,90 1,00
EWW BWM MM "EWW EWM MM
c) alely KRT1 d) alely FGF5
¢ — ¢ —
B — " —
Cold populace — Cels populace —

Obrdazek 27: Relativni cetnosti
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Pocty jedincu s alelickymi kombinacemi genti KR771 a FGF5 byly vzajemné porovnany,
jak mezi jednotlivymi subpopulacemi, tak jednotlivymi geny pomoci Pearsnova y?2testu.
Charakteristika subpopulaci A a B je uvedena v kapitole 4.1.2. Pro statistikcé vypocty byla
pouzita simulace p hodnoty, vypocty mohly byt zatizeny chybou zapfi¢inénou nizkymi pocty
jedincl nebo alel v jednotlivych kategoriich. Algoritmus vypoctu v programu R (R Core Team
2022) nepracuje piimo s distribuci y? kvadrat funkce, ale se simulovanou distribuci. Vysledky
tohoto statistického hodnoceni jsou prezentovany v nasledujicich tabulkach 1, 2 a 3.

Tabulka 1: Pearsoniiv )(Zlesl pro alelické kombinace genu KRT71 pro jednotlivé kategorie populaci

Genotypy KR771 mezi populacemi
A subpopulace x% =20,589
p hodnota = 5,4 X 10~°
B subpopulace x% =17,465 x? =53,801
p hodnota = 4,1 x 10> | phodnota=1x 10"°
Celkovéa populace A subpopulace

Byla stanovena nulova hypotéze, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi pomeéry
genotypt u genu KR771 v jednotlivych subpopulacich.

Vypoétené hodnoty y?testu pro poméry genotypl genu KR771 v jednotlivych populacich
byly porovnany s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu pfi hlading vyznamnosti a = 0,05 a
pfi stupnich volnostt N =n —1 = 2, jez je rovna 5,99. Vypoctené hodnoty jsou vyssi nez
hodnota kriticka a rovnéz hladina vyznamnosti  je vyssi nezli p hodnota. Existuje statisticky
vyznamny rozdil mezi poméry genotypu genu KR771 mezi jednotlivymi subpopulacemi.

Tabulka 2: Pearsoniiv )(Zlesl pro alelické kombinace genu FGF5 pro jednotlivé kategorie populaci

Genotypy F'GF5 mezi populacemi
A subpopulace x% =2,5962
p hodnota = 0,2373
B subpopulace x% =0,98217 x% =4,7754
p hodnota = 0,591 p hodnota = 0,08447
Celkova populace A subpopulace

Byla stanovena nulova hypotéze, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi pomeéry
genotypu genu FGF3 v jednotlivych subpopulacich.

Vypoétené hodnoty y?testu pro poméry genotypt genu FGE'5 v jednotlivych populacich
byly porovnany s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu pfi hlading vyznamnosti a = 0,05 a
pii stupnich volnosti N = n — 1 = 2, jeZ je rovna 5,99. Vypoctené hodnoty yZtestu jsou nizsi
nez hodnota kriticka a rovnéz hladina vyznamnosti a je nizsi nezli p hodnota, proto nelze
vylouc¢it nulovou hypotézu. Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi poméry genotypu u
genu FGF5 mezi jednotlivymi subpopulacemi.
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Byla stanovena nulova hypotéze, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi poméry
genotypu u gentt KR771 a FGF5 napfi¢ subpopulacemi.

Tabulka 3: Pearsonitv y?itest pro alelické kombinace genit KRT71 a FGF5 napri¢ subpopulacemi

Genotypy KR771 a FGF'5 mezi populacemi
FGF35 v celkové x% =3,0579
populaci p hodnota = 0,2171
FGF5v A x? =30,442
subpopulaci p hodnota=1x 107°
FGF5vB x% = 14,943
subpopulaci p hodnota = 11 x 10~°
KRT71 v celkové KRT71v A subpopulaci | KRT771v B
populaci subpopulaci

Vypoétené hodnoty y?testu pro poméry genotypt obou genii v jednotlivych populacich
byly porovnany s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu pfi hlading vyznamnosti a = 0,05 a
pti stupnich volnosti N=n—1= 2 jez je rovna 5,99. V pripadé celkové populace jsou
vypoctené hodnoty ytestu niz§i neZ hodnota kritickd a rovnéz hladina vyznamnosti « je niZzsi
nezli p hodnota, proto nelze vyloucit nulovou hypotézu. Neexistuje statisticky vyznamny
rozdil mezi poméry genotypt gentt KR771 a FGFS5 v celkové populaci.

V piipadé subpopulaci A a B jsou vypoctené hodnoty y?testu vys$si nez hodnota kriticka
a rovnéz hladina vyznamnosti a je vyS§i nezli p hodnota, lze tedy zamitnout nulovou
hypotézu. Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi poméry genotypu gentt KR771 a FGF5
v obou subpopulacich.

Obdobna statisticka analyza pomoci y?testu byla pouZita i pro vyhodnoci vstupnich dat
na alelické urovni. Jejich vysledky jsou rovnéz uvedeny v tabulkéach (4, 5 a 6).
Tabulka 4: Pearsoniiv )(Zlesl segregace alel genu KRT71 pro jednotlivé subpopulace

Alely genu KR771 mezi populacemi

A subpopulace x%=20,512 /
p hodnota = 1,1 X 10~°

B subpopulace x% =204 x?=59,033
p hodnota = 4 x 10~° p hodnota =1 x 107°
Celkova populace A subpopulace

Byla stanovena nulova hypotéze, Ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi poméry
mutovanych a nemutovanych alel genu KR771 mezi jednotlivymi subpopulacemi.

Vypoétené hodnoty y?testu pro poméry mutovanych a nemutovanych alel genu KR771
v jednotlivych populacich byly porovnany s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu pii hladiné
vyznamnosti & = 0,05 a pfi stupnich volnostit N =n —1 = 2, jez je rovna 5,99. Vypoctené
hodnoty y?testu jsou vyssi nez hodnota kriticka a rovnéz hladina vyznamnosti a je vy3$i nezli
p hodnota, Ize tedy zamitnout nulovou hypotézu. Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi
poméry alel genu KR771 mezi jednotlivymi subpopulacemi.
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Tabulka 5: Pearsoniiv )(Zlesl segregace alel genu FGFS pro jednotlivé subpopulace

Alely genu FGF5 mezi populacemi
A subpopulace x? = 2,9403
p hodnota = 0,1081
B subpopulace x?=1,0914 x* =5,375
p hodnota = 0,3338 p hodnota = 0,03095
Celkovéa populace A subpopulace

Byla stanovena nulova hypotéze, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi pomeéry
mutovanych a nemutovanych alel genu FGF5 mezi jednotlivymi subpopulacemi.

Vypoétené hodnoty y?testu pro poméry mutovanych a nemutovanych alel genu FGE'5
v jednotlivych populacich byly porovnany s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu pii hladiné
vyznamnosti a = 0,05 a pfi stupnich volnostt N =n —1 = 2, jez je rovna 5,99. V ptipadé
porovnani subpopulace A a subpopulace B k celkové populaci byly vypoétené hodnoty y?testu
niz§i nez hodnota kriticka a hladina vyznamnosti a je niz$i nezli p hodnota.

V piipadé srovnani subpoluace A a B vypocet y2testu z algoritmu vypoctu, ktery pracuje
se simulovanou distribuci a simulovanou p hodnotou. Proto na zaklad€ p hodnoty 1ze zamitnout
nulovou hypotézu. Existuje tudiz statisticky vyznamny rozdil mezi pomeéry alel genu FGF5
mezi jednotlivymi subpopulacemi.

Tabulka 6: Pearsoniiv )(2 test segregace alel genit KRT71 a FGF5 napric populacemi

Alely gentt KR771 a FGF5 mezi populacemi

FGF35 v celkové x% = 3,656

populaci p hodnota = 0,07873

FGF5v A x% =31.707

subpopulaci p hodnota = 1 x 107°

FGF5vB x%=16,216

subpopulac p hodnota = 2,7 x 1075
KRT71 v celkové KRT71v A KRT71 v B subpopulaci
populaci subpopulace

Byla stanovena nulova hypotéze, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi pomeéry
alel gentt KRT71 a FGF'5 napfi¢ subpopulacemi. Vypoctené hodnoty y2testu pro poméry alel
obou genti v jednotlivych populacich byly porovnany s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu
pfi hladin€ vyznamnosti a = 0,05 a pfi stupnich volnosti N =n —1 = 2, jez je rovna 5,99.
V piipadé celkové populace jsou vypoctené hodnoty y2testu nizsi nez hodnota kriticka a rovnéz
hladina vyznamnosti a je nizs$i nezli p hodnota, proto nelze vyloucit nulovou hypotézu.
Neexistuje statisticky vyznamny rozdil mezi poméry mutovanych a nemutovanych alel gent
KRT71 a FGF5 v celkové populace.

V piipadé subpopulaci A a B jsou vypoctené hodnoty y?testu vyssi nez hodnota kriticka
arovnéz hladina vyznamnosti a je vyssi nezli p hodnota, 1ze tedy zamitnout nulovou hypotézu.
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Existuje statisticky vyznamny rozdil mezi poméry alel gent KR771 a FGF5 v obou
subpopulacich.

Parametry populacni genetiky jsou uvedeny v tabulce 7.

Tabulka 7: Testovani Hardy-Weinbergovy rovhovahy

Hobs Hexp Test HW rovnovahy Signifikantnost
odchylky od HW
KRT71 0,2125 0,2987 x?=15.2729 5%
p hodnota = 0.0217
FGF5 0,1635 0,1911 x?=10.7018 nesignifikanti
p hodnota = 0.4022

Byla stanovena nulova hypotéza, ze neexistuje statisticky vyznamny rozdil
v heterozygotnosti pozorované a heterozygotnosti o¢ekavané. Vypoctena hodnota y?testu pro
gen KRT71 byla porovnana s tabulkovou kritickou hodnotou y?testu pii hlading vyznamnosti
a = 0,05 a pfi stupnich volnosti N =n — 1 = 1, jezje rovna 3,84. Vypoctena hodnota je vySsi
nezli hodnota kritickd a rovnéz hladina vyznamnosti a je vyssi nezli p hodnota. Existuje
statisticky vyznamny rozdil mezi heterozygotnosti pozorovanou a heterozygotnosti ocekavanou
v ptipadé genu KR771 a neplati tedy Hardy-Weinbergova rovnovaha.

V piipadé genu FGF5, kdy vypoctena hodnota y?testu nepfevysila hodnotu kritickou,
byla odchylka od Hardy-Weinbergovy rovnovahy hodnocena jako nesignifikantni.
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5.8 Vyhodnoceni genealogické studie

Molekularni genetickd analyza potvrdila, Ze kadefavost je skuteCné¢ podminéna u
Ceskoslovenského vl¢aka geneticky. Jednd se o znak monogonné fizeny substitu€ni mutaci
c.451C>T genu KRT71. Sekvenacni metoda a technika PCR-RFLP odhalila, ze v populaci
Ceskoslovenskych vicakl se skutecné nachazeji vSechny tfi mozné alelicé kombinace. Z graft
uvedenych na obrazcich 8 a 9 je patrné, ze kauzalni mutace genu KR771 byla identifikovana
pouze v subpopulace A, ktera byla zdmérn€ vybrana a jedince v této subpopulaci spojovala
ptitomnost kadetfavé srsti nebo podezieni, ze nové odhalenou alelu genu KR771 budou tito
jedinci nést v heterozygotni podobé. Logicka je potom vyrazné vyssi frekvence mutované alely
genu KR171 v subpopulaci A se srovnanim frekvence v subpopulaci B, respektive
v subpopulaci B nebyla prokazana u zadného z testovanych jedinca.

Vzhledem ktémto vysledkim jsem mohla zpracovat pomoci programu Gramps
(Allingham 2001-2006) rodokmeny jedincii ze suppopulace A. Celkem bylo vytvoreno 30
rodokment. Pro vétsi prehlednost byla vétsina vytvorenych rodokmént zahrnuta do pfiloh 1 az
14 diplomové prace. V kapitole vysledky zamérné€ uvadim vybrané rodokmeny jedinca, ktefi
nesli ob€ mutované alely genu KR771. Divodem pro tento zptusob prezentovani vysledkd je,
Ze prave u téchto jedinci muzeme sledovat, jak byla mutace predana soucasné ze strany matky
1 ze strany otce. Vybrané rodokmeny jsou prezentovany na obrazcich 10, 11 a 12.
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6 Diskuze

6.1 Vhodnost zvolenych subpopulaci pouzitych pro identifikaci
mutovanych alel genu FGF5 a KRT71

Jiz Krausova (2018) odhalila kauzalitu substitu¢ni mutace ¢.284G>T genu FGF5 pro
fenotyp dlouhé srsti u plemene Ceskoslovensky vi¢ak, kterd byla obecné charakterizovana u
dlouhosrstych plemen psu autory Housley a Venta (2006), Cadieu et al. (2009) a Dierks et al.
(2013). Z téchto davodu byli pro mou diplomovou praci pouziti rovné€z zastupci populace
s fenotypovym projevem dlouhé srsti ¢i jedinci, ktefi ve svém rodokmenu méli dlouhosrsté
jedince a dalo se tedy u nich predpokladal, Ze ponesou mutovanou alelu genu FGF5. Z vysledku
je patrné, Ze v testované populaci skutecné byli podchyceni jedinci nesouci tuto mutaci i
v heterozygotni sestavé. Soucasné byla prokazana funk¢nost navrzeného metodického postupu
pomoci PCR-RFLP markeru, ktery navrhla Krausova (2018), jimz byla odhalena mutace i u
hodnocenych jedinct v této diplomové praci. Rada bych podotkla, ze populace, kterou pouzila
Krausova (2018) se pouze Castecné prekryvala s jedinci hodnocenymi v této diplomové praci.

V metodické cCasti prace uvadim, ze hlavnim cilem prace bylo podchytit dédi¢nost
potencialni kauzalni mutace genu KR771 zodpoveédné za kadefavou srst, a proto vybér jedinca
do subpopulace A nebyl nahodny, nybrz tito jedinci byli zafazeni do testované populace
zamérn€, a to na zakladé fenotypového projevu, popfipadé do ni byli zafazeni jedinci
s rodokmenovymi vazbami na jedince skadefavou srsti. Pfedpoklad zamérného vybéru
testovanych jedinct byl ovéren geneticky. Predpoklad se ukazal jako spravny, nebot’ na zakladé
konzultaci s Ing. Danielou Cilovou byli vybrani jedinci, ktefi nejenom maji fenotypovy projev
mutace genu KR771, ale byla zachycena i cela fada prenaseCi mutované alely, ktefi jsou
rodokmenové vazani na jedince s kadefavou strukturou srsti. V pfipadé, ze by fenotypovy
projev kadetavé srsti byl zptisoben negenetickymi faktory, pak by nebyla nalezena souvislost
mezi kadefavym fenotypem a rodokmenovou studii hodnocenych zvitat.

6.2 Izolace genomické DNA vhodné pro genotypizaci

Pro izolaci DNA byl pouzit protokol NucleoSpin ® Tissue, Macherey-Nagel. Metoda
byla zvolena z divodi zarueni stability podminek pro izolaci, ktera se odrazi i v stabilnich
parametrech jako je vytéznost izolované DNA a jeji Cistota a kvalita vyjadiena na zaklade
pomeéra absorbanci A260/A280 a A230/280. Ziskané vysledky svédci o vhodnosti metody pro
extrakci DNA. Ve vsech piipadech byla ziskana vysokomolekularni DNA, ktera bez
jakychkoliv problému amplifikovala fragmenty u vSech pouzitych molekularnich markera.
V soucasné dobé je izolace DNA pomoci kitu povazovana za standardni a extrakci DNA
pomoci kitu pouziva cela fada autord, ktefi se vénuji molekularnim genetickym analyzam u psa
(Rincon et al. 2011; Stikarova et al. 2019). Obdobnou zku$enost pfinesla i prace Krausové
(2018), coz bylo téz klicovym divodem pro vybér tohoto metodického postupu izolace DNA
pro mou diplomovu praci, nebot’ cilem mé prace bylo i porovnani vysledku, které piinesly obé
tyto prace.
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6.3 Navrhovani novych primeru pro amplifikaci markeru kaderavé srsti a
bioinformaticka analyza dat

Na zacatku feSeni diplomové prace jsem vysla z nutného predpokladu, ze v databazi
NCBI jsou uvedené skutecné pravdivé celogenomické sekvence psi. Pro navrzeni primert byla
vybrana sekvence némeckého boxera s oznac¢enim >NC_006609.4 (Lindblad-Toh et al. 2005).
U vybrané sekvence bylo predpokladano, Ze se jedna o sekvenci plemene psa s kratkou a rovnou
srsti a nebudou se tudiz v celogenomické sekvenci nachazet mutavané alely geni KR771 a
FGF5. Pro navrzeni primerd byl pouzit software Primer-BLAST (Ye et al. 2012). Ve
vysledkové casti diplomové prace bylo potvrzeno, ze navrzené primery vykazuji vysokou
specificitu. Specificita primerd byla analyzou in silico, nebot’ byla zalozena na virtualnim
porovnani primeru s celogenomickou sekvenci némeckého boxera s oznacenim >NC_006609.4
(Lindblad-Toh et al. 2005). Virtualni vysledek byl prakticky ovéfen amplifikaci a naslednou
elektroforetickou separaci byla potvrzena amplifikace jednoho fragmentu tak, jak bylo
predpokladano. Specifita byla ovéfena 1 melting analyzou (viz. Obrazek 14) a predevsim
sekvenaci amplikonu, ktera potvrdila, ze ziskané sekvence u psi s rovnou srsti odpovidaji
celogenomické sekvenci s oznacenim >NC_006609.4 (Lindblad-Toh et al. 2005)

6.4 Diskuze vysledku genotypizace u genu FGF5

Metodicky postup detekce mutace ¢.284G>T genu FGF5 na principu PCR-RFLP, ktery
navrhla Krausova (2018), se ukazal jako vhodny pro detekci mutace. Tento marker dokazal
rozlisit vSechny tii alelické kombinace (W/W, W/M, M/M). U jedinct s dlouhou srsti byla
jednoznacné prokazana homozygotni sestava mutované alely genu FGF35. Tim padem byly
potvrzeny zaveéry nékolika studii. Tudiz vysledky mé diplomové prace potvrdily zavéry
diplomové prace Krausové (2018), ze u plemene ¢eskoslovensky vi¢ak existuje jedina kauzalni
mutace zodpovédna za délku srsti. Ceskoslovensky vl&ak z pohledu dlouhosrstosti neni odliny
od ostatnich dlouhosrstych plemen, u kterych shodnou mutaci potvrdili Housley a Venta
(2006), Cadieu et al. (2009) a Dierks et al. (2013).

6.5 Diskuze vysledku genotypizace u genu KRT71 mutace
c.1266 1273delinsACA

Na zacCatku feSeni diplomové prace byl stanoven predpoklad, ze kadefavost u
Ceskoslovenského vicaka by mohly teoreticky zptsobit dvé doposud popsané kauzalni mutace
genu KR771 (Cadieu et al. 2009; Salmela et al. 2019; Bauer et al. 2019). Jednou z téchto mutaci
je mutace ¢.1266_1273delinsACA, u niz autofi Salmela et al. (2019) a Bauer et al. (2019)
predpokladaji vyskyt napfi¢ plemeny sporadicky a jeji fixaci u kadetavého plemene curly
coated retrivr. Z tohoto diavodu nebyla pfili§ predpokladana jeji kauzalita u plemene
Ceskoslovensky vicak. Pfesto nebylo mozné pfitomnost mutace vyvratit, a proto bylo nutné
provést experimentalni ovéfeni. Navrzena dvojice primerd KRT71-DELINS-F a KRT71-
DELINS-R byla aplikovana na genotypizace modelové populace riznych plemen mezi néz byli
zafazeni dva jedinci Ceskoslovenského vi¢adka se standardni srsti a dva zastupci plemene
Ceskoslovensky vicak se srsti kadefavou. Dvojice primert amplifikovala produkt dle ocekavani
a dle vysledki bioinformatické analyzy, ale pro jednozna¢né potvrzeni alelické varianty bylo
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nutné provést Sangerovo sekvenovani. Sekvenace potvrdila vyskyt mutace
c.1266 1273delinsACA skutecné pouze u zastupce plemene curly coated retrivr. U jedinca
plemene Ceskoslovensky vicak bez ohledu na to, zdali méli standardni ¢i kadetavou srst tato
mutace nebyla prokazana. Jinymi slovy, zastupci jedinci Ceskoslovenského vicaka maji z
hlediska mutace ¢.1266 _1273delinsACA genotyp W/W.

Mutace ¢.1266_1273delinsACA podle autorti Salmela et al. (2019) a Bauer et al. (2019)
se u testovaného vzorku ceskoslovenskych vicaku nevyskytovala. Vzhledem k Casové a
zejména financni narocnosti sekvenacnich analyz jsem pfistoupila k zadvéru, ze se tato mutace
nebude u Ceskoslovenskych vicaku vyskytovat a proto jsem se zaméfila zejména na druhou
kauzalni mutaci ¢.451C>T genu KR771.

6.6 Diskuze vysledku genotypizace u genu KR771 mutace c.451C>T

Autofti Cadieu et al. (2009), Salmela et al. (2019) a Bauer et al. (2019) predpokladaji, ze
tato mutace je roz§ifena u celé fady kadefavych plemen a lze tedy predpokladat, ze se jednéa o
mutaci evolu¢né starsi, kterd ziejmeé vznikla u spoleéného predka vétsiny plemen s kadetavou
srsti. Tudiz jsem mohla teoreticky predpokladat vyssi pravdépodobnost jejiho vyskytu u
kadetavych jedinci plemene Ceskoslovensky vlc¢ak. Predpokladala jsem, Ze donorem této
mutace musel byt prenaseC plemene némecky ovcak, a to z divodl, ze neexistuji dostupné
informace o v populaci volné Zzijicich vlki s kadefavou srsti. O némeckém ovcaku, jakozto
donoru mutace muze svédcit i existence neékolika ov€ackych plemen, ktefi skutecné kadefavou
srst maji, jako naptiklad plemena puli, pumi, mudi, belgicky ovcak Laekenois (FCI-Standard
N° 15 2002) a jiné. Vzhledem k tomu, ze némecky ovc¢ak 1 vySe uvedend kadefava plemena
vznikla procesem domestikace, lze tudiz predpokladat, ze genetickd pfibuznost mezi
némeckym ovCakem a kadefavymi ovcackymi plemeny je vyrazné vys§i nez piibuznost
némeckého ovcaka a vlka. Proto jsem vyslovila pracovni hypotézu, ze moznym donorem
mutované alely pro kadefavou srst byl ziejmé néktery z némeckych ovcaka pouzitych pro
vySlechténi Ceskoslovenského vicaka. Jelikoz se jedna o recesivni mutaci, lze teoreticky
predpokladat, Ze néktery z némeckych ovcaki pitomny u zrodu plemene ceskoslovensky vicak
mohl byt pfenaSeCem a vnést do populace tuto recesivni mutaci. Defakto jde o stejny ptavod
recesivni mutace, jako je odhadovan u mutace genu FGF5 (Camatta 2017).

Navrzena dvojice primera KRT71-451-F a KRT71-451-R byla aplikovana na
genotypizaci modelové populace riznych plemen mezi né€z byli zafazeni dva jedinci
Ceskoslovenského vicaka se standardni srsti a dva zastupci plemene ¢eskoslovensky vi¢ak se
srsti kadefavou. Dvojice primera amplifikovala produkt dle ocCekavani a dle vysledka
bioinformatické analyzy, ale pro jednoznacné potvrzeni alelické varianty bylo nutné provést
Sangerovo sekvenovani.

Za klicové zjisténi diplomové prace povazuji odhaleni genetické pfiCiny kadefavé srsti u
Ceskoslovenskych vicaka, ktera je zptsobena bodovou mutaci (SNP) ¢.451C>T. Sekvenacni
analyzy jednoznacné potvrdily, ze Ceskoslovensky vi¢dk ma geneticky determinovanou
kadefavou srst, stejné jako dalsi kadefava plemena v této praci (ruska barevna bolonka) ci
kaderava plemena, jako barbet, biSon, puli, mudi, pudl, portugalsky vodni pes a dalsi ve studiich
Cadieu et al. (2009), Salmela et al. (2019) a Bauer et al. (2019).
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Z obrazkd 1, 2 a 3 je patrné, jak se fenotypové projevuje efekt této mutace. Uroveii
exprese (Uroven stupné kadefavosti srsti) je zcela jisté plemenna zalezitost (Candieu et al.
2009), coz je patrné napiiklad na porovnani kadetfaovsti u plemene pudl, u n&jz se rovnéz tato
mutace vyskytuje a ktery ma jemné kadefavou srst po celém téle, v porovnani
s Ceskoslovenskym vi¢akem, u kterych se kadefavost vyskytuje pouze na nékterych castek téla,
zejména okolo hlavy a na hibetu (viz. Obrazky 1, 2 a 3).

Dal§im originalnim vysledkem diplomové prace je vysledek genotypizace jedince
plemene kerry blue teriér, ktery ma standardné dratovitou kadetavou srst (FCI-Standard N° 3
2005). Byl ocekavan vyskyt mutace c.451C>T, ale sekvenacni analyza jednoznacné potvrdila,
ze toto plemeno nenese ani jednu z doposud popsanych mutaci. Lze tedy predpokladat fixaci
jiné kauzalni mutace bud’ genu KR771 nebo jinych gent ovlivigjicich strukturu srsti u tohoto
plemene. V testované populaci Salmela et al. (2019) byl jedinec kadefavého plemene lagotto
romagnolo, jenz nenesl zadnou zdvou zminénych mutaci, presto, ze byl potvrzen jako
kaderavy.

6.7 Diskuze mutace genu KR771 ¢.1266_1273delinsACA a folikularni
dysplazie

Pred vlastni sekvenaci amplikonti byl navrzen metodicky postup pro obé analyzované
mutace genu KR77/. Mutace ¢.1266 1273delinsACA, kterd se pozdé€ji neprokézala jako
kauzalni mutace kaderavosti u ¢eskoslovenskych vl¢aku, byla potvrzena jako fixni pro plemeno
curly coated retrivr. Pfi bioinformatické analyze dele¢ni mutace byl navrzen metodicky postup
a byl identifikovan restrikéni enzym FEcoS571, ktery rozpoznava palindrom o sekvenci
CTGAAG. Toto restrikéni misto v pfipadé mutace c.1266 1273delinsACA zanika. Lze tedy
predpokladat detekci mutované alely metodou PCR-RFLP. U mutovaného jedince s genotypem
M/M by byl na elekroforeogramu viditelny jeden fragment o velikosti 201 bp, u jedince
s genotypem W/W by vysledkem §tepni byly dva fragmenty o velikostech 37 bp a 169 bp a
v pripadé heterozygota by vznikaly tfi fragmenty o velikostech 201 bp, 169 bp a 37 bp.

Plemeno curly coated retrivr byva Castéji afektovano folikularni dysplazii, s podobnymi
projevy jako u chesapeake bay retrivri (Bond et al. 2016). Jedinci plemene chasepeake bay
retrivr byli ve studiich Salmela et al. (2019) a Bauer et al. (2019) genotypizovani a byla u nich
zjisténa segregace alel obou mutaci. Jeden zastupce tohoto plemene v testované populaci Bauer
et al. (2019), jenz m¢l obé alely mutované varianty ¢.1266 1273delinsACA, trpél folikularni
dysplazii diagnostikovanou veterinarnim lékafem. Byli zde dalsi dva jedinci jinych plemen, téz
mutantni homozygoti varianty c¢.1266 1273delinsACA postizeni folikularni dysplazii. Je
mozné, ze je tato mutace asociovana s genetickou predispozici k folikularni dysplazii.
Navrzeny metodicky postup by byl vhodny pro identifikaci mutace ¢.1266 1273delinsACA
napiiklad pfi védeckém vyzkumu signifikantnosti této mutace prave s vyskytem folikularni
dysplazie u psu.

Pro plemeno Ceskoslovensky vl¢ak neni alopecie typicka, respektive neni znamy vyskyt
folikularni dysplazie. Coz defakto koreluje a potrvzuje vysledky ziskané v diplomové praci a
to, Ze u Ceskoslovenskych vl¢akt se nenachazi mutace ¢.1266 _1273delinsACA.
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6.8 Diskuze genealogické studie

Vzhledem ktomu, ze je diplomova prace origindlni v potvrzeni kauzality mutace
c.451C>T genu KR171 zpusobujici kadefavou srst, nebylo mozné ziskané vysledky diskutovat
s jinymi autory. Neexistuje zadny dostupny literarni zdroj, ktery by hodnotil dédi¢nost kadetfavé
srsti u Ceskoslovenskych vicaka. Nicméné cilem diplomové prace bylo se pokusit odhadnout
puvod mutované alely c.451C>T genu KR771 u hodnocenych zvifat. I to bylo divodem
zamérné vybirané subpopulace, u které bude teoreticky mozné pozorovat rodokmenové vztahy
mezi hodnocenymi zvitaty. Tim jsou mysSleni jedinci, ktefi maji fenotypovy projev mutované
alely, respektive byli kadefavi s pfisluSnym genotypem. Dalsi skupinou byli jedinci, kteri
nemohli byt genotypizovani, nebot' se jedna o jiz nezijici jedince, ale presto na zaklade
konzultaci s Ing. Danielou Cilovou byly ziskany informace o tom, Ze se u nich vyskytoval
fenotypovy projev.

Dalsi kategorii zvirat byli jedinci, o kterych je znamo, ze byli rodi¢i jedinct s kadefavou
srsti. Kdyz nyni bezpecné vime, ze kadefava srst je podminéna geneticky, respektive je
podminéna bodovou mutaci ¢.451C>T genu KR771 s recesivni dédicnosti je jasné, ze se muselo
jednat o prenaSece mutace. Na zakladée téchto informaci byla vypracovana genealogicka studie.
Pii genealogické studii jsem se inspirovala vysledky prace Camatta (2017), ktery se pokusil
predikovat pavod mutované alely genu FGF5 zodpovédné za dlouhou srst a identifikoval jako
teoretického donora mutace némeckého ovcaka. Mohla jsem se opfit o vysledky studie Camatta
(2017), nebot’ dlouha srst je obdobné jako kadefavost fizena jednim genem a jedna se o
recesivni mutaci. Camatta (2017) rovnéz vyslovil hypotézu, ze dlouhosrstost se nevyskytuje
v populacich voln€ zijicich vlki, naopak existuje jako jedna z variant némeckého ovcaka.
Predpokladal tedy hypoteticky vzdaleného predka némeckého ov¢éaka, jakozto donora mutace.
Coz mohou teoreticky potvrzovat vysledky studie Cadieu et al. (2009), kde nebyla nalezena
zadna z popsanych mutaci gentt KR771 a FGF5 v populaci testovanych viku.

Dlouhosrstost je znak, ktery je mnohem I1épe fenotypové podchytitelny oproti
kadetavosti. Jinymi slovy, chovatelé Ceskoslovenskych vicaku spise identifikovali, Ze se jedna
o jedince s dlouhou srsti (viz. Obrazek 4, 5 a 6). Naopak kadefava srst neni tak markantnim
znakem a jedinci s kadefavou srsti se tak vyznamné neodliSuji od standardnich jedincu.
Fenotypovy projev kadefavosti muze byt u nich dan konkrétni kondici, stadiem linani, vékem
a CasteCné i cilenou upravou srsti, napiiklad na bonitaci ¢i vystavu. Z toho davodu, v fadé
piipadd, jedinci s kadefavou srsti mohli uspésné projit bonitaci a byt pripusténi k chovu, coz
muze vysvétlovat vneseni nezadouci mutace do populace Ceskoslovenskych vicaka. Domnivam
se, ze takovi jedinci nebyli identifikovani jako geneticky defektni, ale jejich stav srsti byl
vysvétlovan negenetickymi faktory.

Vzhledem k tomu, ze kadetrava srst nemusela byt vzdy identifikovana, tak v historickych
zaznamech o odchovech neni jisté spravné urceni fenotypu. Toto zasadné komplik