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Mutace genu SOD1 u plemene rhodésky ridgeback
a jejich vztah k degenerativni myelopatii

Souhrn

Tato bakaléaiska prace se zabyva detekci polymorfismii genu SOD1 molekuldrnimi

metodami a vyhodnocenim vztahu k onemocnéni degenerativni myelopatie u pst.

Prvni ¢asti bakalaiské prace je Cast teoreticka tedy literarni reserSe, ktera pojednava
0 zafazeni plemene rhodésky ridgeback do skupiny a jeji popsani. Pokracuje detailnim
popisem plemene rhodésky ridgeback z hlediska historie, charakteristiky, povahovych rystu
a zdravotniho stavu tohoto plemene. Déle je zminéno onemocnéni degenerativni myelopatie,
vyskytujici se téz u plemene rhodésky ridgeback, avSak i u dalSich plemen.
Degenerativni myelopatie u pst je popsana z hlediska klinickych piiznaka, diagnostiky
a lécby. Rovnéz jsou uvedeny informace o genu SOD1 a na ném se vyskytujici kauzalni
mutaci, ktera spociva v zamén¢ nukleotidi G a A v exonu 2, jez piedpovida mutaci na pozici
E40K. Taktéz byla nastinéna podobnost degenerativni myelopatie u psu s lidskou
amyotrofickou lateralni skler6zou. Nakonec tohoto oddilu jsou uvedeny popisy laboratornich
metod tykajici se molekuldrni biologie, které byly pouZity pro vyzkumnou ¢ast bakalaiské

prace, a to PCR konkrétnéji PCR-RFLP a gelova elektroforéza.

Dalsi oddil bakalatské prace je prakticka ¢ast, ktera je zaméfena na materialy a metody
pouzité pro vyzkumnou ¢ast prace. Uvedeny jsou hodnocené genotypy, cely postup izolace
DNA a to od odbéru vzorkt, ptes izolaci genomické DNA, az po hodnoceni kvality a kvantity
izolované DNA. Dale je uveden PCR-RFLP marker kauzalni mutace genu SOD1 vedouci
k degenerativni myelopatii u pst a to od volby restrikéniho enzymu schopného rozlisit alely
genu SOD1, ptes pouziti PCR-RFLP markeru kauzdlni mutace genu SOD1 a pouziti
sekvencnich primerti, aZ po podminky pro amplifikaci fragmentu genu SOD1 vymezeného

k sekvenaci.

V poslednim oddilu  bakalairské prace je uvedeno vyhodnoceni izolace

genomické DNA a hodnoceni jeji kvality a kvantity, detekce mutace genu SOD1 metodou



PCR-RFLP, sekvena¢ni analyza exonu 2 genu SOD1 a genealogickd studie ptenaSect

degenerativni myelopatie u modelové populace plemene rhodésky ridgeback.

Vysledkem této bakalarské prace je potvrzeni hypotézy, Ze mutace v exonu 2

genu SOD1 mohou byt kauzalni z hlediska predispozice pst k degenerativni myelopatii.

Kli¢ova slova: rhodésky ridgeback, Canis lupus familiaris L., degenerativni myelopatie,
SOD1, kauzalni mutace, PCR-RFLP



Mutations in the Gene SOD1 the Breed Rhodesian
Ridgeback and their Relationship to Degenerative
Myelopathy

Summary

In this bachelor work | am interested with detection of polymorphisms of gen SOD1

by molecular methods and evaluation of relations to degeneration myelopathy disease in dogs.

In the first part of bachelor work is theoretical part thus literature search which deals
with inclusion of breed of Rhodesian ridgeback to group and its description. Continue
with detailed description of breed Rhodesian ridgeback in terms of history, characteristics,
temperament and health status of the breed. Next is mentioned degenerative myelopathy
disease affects Rhodesian ridgeback also other breeds. Degenerative myelopathy of dogs is
describe in terms clinical signs, diagnose and treatment. Also information about gen SOD1
and its casual station, which is consist in substitution of nucleotides G and A on exon 2,
which predicts station on E40K, are listed. Also similarity of dog degenerative myelopathy
and human amyotrophic laterally sclerosis is outlined. At the end of this section are listed
description of laboratory methods which are relates to molecularly biology and which were

used for research part of bachelor work, specifically PCR-RFLP and gel electrophoresis.

Next section of bachelor work is practical part, which is aimed on materials
and methods used for research part of work. Evaluated genotypes and whole procedure
of isolation of DNA, from collecting samples through isolation of genomic DNA
until evaluation of quality and quantity of isolated DNA are listed. Next PCR-RFLP marker
of casual station of gen SOD1 leads to dog degenerative myelopathy from choose
of restriction enzyme able distinguish alleles of gen SOD1, through use of PCR-RFLP marker
casual station of gen SOD1 and use of sequence primers, until conditions for amplification

of fragment of gen SOD1 defined for sequenation are listed.

In the last section of bachelor work is listed evaluation of isolation of genomic DNA
and evaluation its quantity and quality, detection of station of gen SOD1 PCR-RFLP,
sequency analysis of exon 2 of gen SOD1 and genealogical study of transporters

of degenerative myelopathy in model population of Rhodesian ridgeback breed.



Result of this bachelor work is confirmation of hypothesis of mutation on exon 2
of gen SOD1 may be casual in terms of predisposition for dog degenerative myelopathy.

Keywords: rhodesian ridgeback, Canis Lupus familiaris L., degenerative myelopathy, SOD1,
causal mutation, PCR-RFLP
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1 UVOD

V 19. stol se rozsifilo vyuziti plemene rhodésky ridgeback diky jeho vlastnostem,
kterymi jsou nebojacnost, vytrvalost, inteligence a vyborné lovecké schopnosti. V té dobé se
toto plemeno pouzivalo piedevsim jako lovecky pes. V dnesni dobé plemeno rhodésky
ridgeback slouzi ke dvéma tcéeltim, které byly dany zdjmem vefejnosti o psa hlidaciho a

zaroven psa rychlého a vytrvalého.

Rhodésky ridgeback se od ostatnich plemen odlisuje specifickym znakem tzv. ridgem,

coz je hieben obracen¢ rostouci srsti vedouci uprostied hibetu rhodéského ridgebacka.

Podobné jako i jina plemena téZ rhodésky ridgeback trpi nemocemi, které jsou
geneticky podminéné riznymi mutacemi v fetézci DNA. Jednou ztéchto nemoci je

degenerativni myelopatie.

Degenerativni myelopatie u pst je geneticky podminéné recesivni onemocnéni, které
je charakteristické rozsifenou demyelizaci a ztratou axonll zejména v hrudni a bederni miSe,
coz vede k narusovani systému drah neurologickych vzruchii a tim k porucham pohyblivosti.
Pivodné bylo toto onemocnéni nazyvano myelopatie némeckych ov¢aku, protoze se myslelo,
ze je specifické pro némeckého ovéaka. OvSem od doby ranych pozorovani byla
degenerativni myelopatie diagnostikovana u nékolika dalSich plemen véetné rhodéského

ridgebacka, welsh corgi pembroke, boxera nebo chesapeake bay retrievera.

Pii studiu jedinct riznych plemen psd, ktefi trpi degenerativni myelopatii, byla
zjisténa shodnd mutace na genu SOD1, ktera spoc¢iva v zaméné nukleotidit G a A v exonu 2,
jez predpovida mutaci na pozici E40K. Protoze vyskyt této nemoci je rozsiten napii¢ plemen,
které mohou onemocnét degenerativni myelopatie, vyzkum této nemoci se ¢asto ubird cestou

molekularni biologie.

V této bakalarské praci se snazim na vybrané skupiné rhodéskych ridgebacki
s predispozici k degenerativni myelopatii identifikovat mutace, o kterych ptredpokladam, ze
maji pfimou souvislost s timto onemocnénim. V této praci popisuji vSechny postupy a metody
experimentu, od vybéru hodnocenych zvifat a odbéru vzorkil z bukalnich sliznic aZz po

analyzu DNA a detekci genu SOD1, ktery je kauzalni pro degenerativni myelopatii u pst.



2 VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Védecké hypotézy

Cilem préace je ovéfit platnost nasledujicich védeckych hypotéz:

» V literarnich zdrojich je uvadéno, ze plemeno rhodésky ridgeback patii do
skupiny plemen s vyskytem onemocnéni degenerativni myelopatie.

» Je znamo nékolik typi kauzélnich mutaci genu SOD1, které vedou ke vzniku
degenerativni myelopatie. Mutace genu SOD1:c.118G > A je povazovana za
nejcastéjsi pricinu vzniku degenerativni myelopatie. Lze predpokladat, ze i u
plemene rhodésky ridgeback bude onou kauzéalni mutaci.

» Metoda PCR-RFLP piedstavuje dostatecné citlivy postup, kterym Ize odhalit
vyse uvedenou mutaci. PCR-RFLP markery vykazuji kodominantni charakter a
umoznuji odli§it homozygoty a heterozygoty z hlediska této mutace.
Sekvena¢nimi technikami Ize jednoznaéné ovéfit spolehlivost a citlivost
PCR-RFLP markeru.

> U zastupct plemene rhodésky ridgeback chovanych v Ceské republice nepatii
degenerativni myelopatie mezi frekventovand onemocnéni. Lze vSak
ptedpokladat, Zze v Ceské populaci u tohoto plemene se mohou vyskytovat
pfenaseci, u kterych se onemocnéni neprojevi.

» Lze vyslovit hypotézu, Ze puivod mutované alely genu SOD1 v ¢eské populaci
rhodéskych ridgebacku je odvozen z importovanych zahrani¢nich psa.

» U plemene rhodésky ridgeback existuje detailné zpracovana rodokmenova
databaze a na zdkladé¢ porovndni rodokmenii hodnocenych pienasecii lze

vyhledat hypotetického donora mutované alely genu SODL1.

2.2 Cile bakalarské prace

Konkrétni cile prace vychazeji zvySe uvedenych hypotéz a Ize je shrnout

do nasledujicich bodu:

> Na zakladé spoluprace s Ceskym klubem rhodéskych ridgebacki ziskat vzorky
pstt v podobé stért bukalnich sliznic.

» Izolovat vysokomolekularni genomickou DNA a ovéfit jeji kvalitu a kvantitu.

» U vzorkt populace aplikovat PRC-RFLP marker mutace genu SOD1:¢.118G >
A u vzorku populace rhodéskych ridgeback chovanych v Ceské republice.
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» Pomoci sekvenace PCR amplikonu ovéfit spolehlivost metody PCR-RFLP.

» Provést charakterizaci tohoto vzorku populace z hlediska vyskytu frekvence
mutované a nemutované alely genu SOD1 a na zéklad¢ studia rodokmenu
hodnocenych zvifat vytipovat potencionalni zdroj mutované alely.

» Doporucit chovatelim, jak pfistupovat k moznostem vyuziti molekularni

detekce mutace genu SOD1 pii vybéru rodicu.



3 LITERARNI RESERSE

V literarni reSerSi se nejprve zamétim na charakteristiku skupiny, do které je fazen
rhodésky ridgeback, poté na charakteristiku samotného plemene rhodésky ridgeback a nemoci

degerativni myelopatie u pst a nakonec se budu vénovat DNA analyze.

3.1 Honiéi, barvari a pribuzna plemena

3.1.1 Honici
Predkové honicli byli znami jiz v Antice. OvSem obdobim rozvoje honi¢ii byla
feudalni Evropa. Tehdy kralové a cisafi pfeménili nékteré krajinarské celky v pravé lovecké
raje, kde vysazovali lesy a vydrzovali si tam veliké smecky loveckych pst pro ukojeni své

lovecké vasné (Kramerova, 2010).

Jak Kridmerova (2010) ve své knize uvadi, Casy druzinovych hond skoncily spolu
s upadkem S$lechtitelského stavu. Mnoho psti nendvidéné Slechty pfislo o Zivot také beéhem
francouzské revoluce. Pfed druhou svétovou valkou byly lovecké Stvanice za pomoci smecek
loveckych pst zakazany v Némecku. Zatimco v Anglii byl hon na lisku jesté v nedavné dobé
velmi obliben, ve Francii byla tradice honu na lisku s velkym zajmem obnovena a je ¢im dal
popularnéjsi. Diky témto loveckym udéalostem se znovu zacala objevovat i néktera ptivodni

plemena loveckych pst.

3.1.1.1 Naruzivi lovci

Naruzivi lovecti psi jsou vSichni honici, ktefi 1 pfesto, Ze pracuji ve velké vzdalenosti
od pana, tak si s nim udrzuji neustaly kontakt. Maji vynikajici ¢ich, diky kterému jim neujde
stopa zadného zvifete. Tito psi maji tak vrozeny lovecky instinkt, Ze v pfipad¢, kdy maji
neloveckého péna, jsou tézko zvladatelni pii zachyceni stopy, avSak tento problém nelze
vyftesit pouhou vychovou. Tito loveéti psi nejsou teritorialné orientovani, jejich reviry se
nachazeji tam, kde se pravé lovi, a proto nemohou plnit funkci ochranného ¢i straZzného psa.
Ve velkych smeckach vzdy dodrzuji pravidla dominance a subordinace, piesto jsou k lidem
pratel$ti a socialné tnosni. Pana a lovce, jenz tyto psy vlastni, povazuji jeho psi za toho, kdo
0 n¢ pecuje, kdo uruje zahajeni a ukonceni Stvanice, kdo ma pravo ustvanou zveét nakonec
usmrtit a piisoudit spolupracujicim psim podil na kofisti. Lovec pro né¢ predstavuje vyse
postavenou autoritu v hierarchii, které jsou povinni se podiidit (Kramerova, 2010).
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3.1.1.2 Velci honi¢i
Velci honici psi jsou psi pronasledujici Stvanou zvéi v pocetné smecce az do tplného
vycerpani kofisti a jejiho skoleni lovcem. Jsou vyuzivani pfi honu na lisku, srnce nebo jelena.
Lovci na konich nésleduji honice Casto daleko za nimi, fidi se St€kotem psi, diky kterému
zkuSeny lovec na koni rozeznd podle sily a barvy Stekotu, jaky druh zvéfe psi prondsleduji
a Vv jaké vzdalenosti od pronasledovaného zvifete jsou. Lovci na koni se se psy dorozumivaji
pomoci lesnich rohd, kterymi je mohou zavolat zpét v piipadé, Ze ztratili stopu ¢i je odlakat

zZ fales$né stopy (Krdmerova, 2010).

3.1.1.3 Stredné velci honici

Radime mezi n& brakyie piizptisobené loveckému prostiedi a lovu zvéfe. Reviry
téchto psti jsou nepiistupné regiony, jako jsou napiiklad hust& zarostlé lesni oblasti Svédska,
Finska a Ruska, horské lesy Norska nebo krasové oblasti na Balkané, horska krajina v Italii
aalpské regiony Svycarska a Rakouska. V takovychto regionech jdou honi¢i po stopé
samostatné a Stvanou zveéf nahanéji ve velkém oblouku pted flinty myslivei. Klasicky lov
pomoci brakyit je provadén pouze ve velkych revirech, které ovSem u nas ani v Némecku jiz
prakticky neexistuji. Pfesto jsou tito psi stdle obliben€jSimi a to ptfedev§im v rodinach
myslived. Diky tomu, ze do onéch regiont zasahuje ¢lovék minimalné, zvét zde ma velkou
moznost ukrytu a neni tedy mozné nalézt postielenou zvéf bez stoparského psa (Krdmerova,

2010).

3.1.1.4 Mali honici
Mali honici psi maji sice kratké nohy, diky ¢emuz jsou pomalejsi, avSak v husté
zarostlém terénu se orientuji rychleji nez velci honici. Téz pé&Simu chodci se 1épe nasleduyji tito
mens$i psi. Mali honi¢i jsou vytrvali, houZevnati psi, ktefi jsou schopni pronasledovat ve dvou

¢1 vetsi skupiné vse od velikosti kralika az po divoké prase (Krdmerova, 2010).

3.1.2 Barvari
Jsou to specialisté pro sledovani poranéné sparkaté zvéfe, schopni sledovat mnoho

hodin starou stopu na velkou vzdalenost.



3.1.3 Pribuzna plemena

Patfi mezi né dalmatin, jehoz piivod neni zndm a je to pouze doprovodny pes,

a rhodésky ridgeback, jenz byl vySlechtén v Africe pro lov kiizenim riznych ras psu.

3.2 Rhodésky ridgeback

3.2.1 Historie plemene

Pivod rhodéského ridgebacka je velmi starodavny. Prvni psi s hfebenem zpétné
rostouci srsti na hibeté se objevili jiz v Egypté 3000 let pted n. 1. Tyto poznatky byly ziskany
z fezeb a maleb, které byly nalezeny v hrobech faraonti. Rhodésky ridgeback ma na hibeté
hieben s obracené rostouci srsti, jak zobrazuje jedna dievofezba. Na nékterych malbach jsou
zobrazeni kupirovani ridgebacki lovici v pousti antilopy. Jasné u néj je bézné staroveké
dédictvi, které mizeme vidét ve zbarveni a chovéni tehdejSich plemen vyskytujicich se v této
oblasti jako byl napiiklad faraonsky chrt, azavak, saluka, greyhound, sluga ¢i ibizsky podengo
(Chamberlainova, 2002).

Pravdépodobné diky velkému stéhovani narodti po Africe se psi s hiebenem obracené

rostouci srsti dostali do jizni Afriky.

Charles Helm byl nejslavnéjSim c¢lovékem spojenym s ridgebacky davnych dob.
V roce 1875 zalozil misii vV dnesni Zimbabwe. Pfivezl si z Kimberly dvé feny typu chrta,
jmenovaly se Powder a Lorna. Témito fenami byl nesmirné fascinovan slavny lovec
a cestoval Cornelius Von Rooyen, ktery byl jednim z navstévnikt misie reverenda Helma,
a tak nechal jeho feny nakryt svymi loveckymi psy. Avsak ani jeden ze dvou Helmovych pst
neméli ridge, ale u potomkii Von Rooyenovych psii se hiebeny objevily. Tito psi jsou

zakladateli dnesniho rhodéského ridgebacka (Chamberlainova, 2002).

Cornelius Von Rooyen pokra¢oval v selekci svych loveckych psti a to podle
pritomnosti ridge, nebojacnosti, vytrvalosti a vybornych loveckych vlastnosti. Jeho psi se stali
legendami. Byli hodné zadani. Pouzivali se pfedev§im jako loveéti psi, k honu a pfinaseni
zvéfe. Byli téZ znami pro svou chytrost, vytrvalost, inteligenci a Vlastnostmi, které

Von Rooyen slechtil (Chamberlainova, 2002).

Dnes mtizeme u plemene vidét dvojdilnost. Zaklad dvojdilnosti plemene byl dan tim,

ze farmaii méli vétsi zajem o psa, ktery by hlidal farmu, a lovci méli vétsi zajem o velmi



rychlého psa s vytrvalosti pti honu. Rhodésky ridgeback je tedy opravdu dvojucelovy pes,
pracovni pes na farmé pasouci dobytek a stfezici dim a honici pes na vSechny typy zvéte

(Chamberlainova, 2002).

Plukovnik Francis Barnes z Mashonalandu k#izil pfimé potomky Von Rooyenovych

psu, Dinga a Judy, ktefi se stali zdkladem chovatelské stanice Eskdale.

V roce 1918 byl ptedveden prvni ridgeback na zemédélské vystavé v Bulawayu.
Kratce po vystavé se nadSenci rozhodli pro sestaveni standardu pro toto plemeno a pomohli si
standardem dalmatina. V roce 1922 byl standard piedlozen Kennel Union of Southern Africa
(KUSA). V roce 1926 byl standard rhodéského ridgebacka po revizi ptijat. A roku 1928 byl
jihoafricky standard rhodéského ridgebacka piijat i Kennel Clubem. American Kennel Club
uznal toto plemeno vroce 1955, standard rhodéského ridgebacka pievzal ze standardu
Kennel Union of Southern Africa. V roce 1924 byli Kennel Union of Southern Africa
zaregistrovani prvni dva rhodésti ridgebackové z chovatelské stanice Grootedam pana
L. Herringa (Chamberlainova, 2002).

Dnesni plemeno rhodéského ridgebacka je odvozeno pravdépodobné od psi Khoin-

Khoint zktiZzenych se psy typu mastifa, chrta a skotskym jelenim psem.

Béhem druhé svétové valky poklesl zajem o rhodéského ridgebacka a tak muselo
hodné chovatelskych stanic ukoncit svou ¢innost. Za obnovu chovu plemene rhodéského
ridgebacka v Jizni Africe se zaslouzila roku 1960 pani Mylda Arsenisova za pomoci pani

Irene Kingcombeové (Chamberlainova, 2002).

Chov v Ceské republice

Jak Chamberlainova (2002) uvadi ve své knize, v srpnu roku 1987 byly dovezeny
prvni ridgebackové jesté do Ceskoslovenské socialistické republiky. Byla to fena jmenujici se
Amy Red Wayside ze Zambie a Merigals Elanda ze Svycarska. Prvni pes byl téZ pfivezen
ze Zimbabwe. Prvni vrh Merigals Elandy se narodil v Brn¢. Z potomk jejiho druhého vrhu

byla zalozena chovatelska stanice Rhodana (pani Polakove¢).

O chov rhodéského ridgebacka v Ceské republice se staraji dva chovatelské kluby
ato Cesky klub rhodéskych ridgebacki a Klub chovatelti rhodéskych ridgebacki Brno.



3.2.2 Charakteristika plemene

Rhodésky ridgeback je podle FCI fazen do 8. skupiny honici, barvaii a ptibuzna

plemena, sekce 3 piibuznd plemena.

Plemeno rhodéského ridgebacka je dnes velmi oblibené. Dle Chamberlainové (2002)
obliba tohoto plemene neustale vzrista a to piedev$im ve Velké Britanii, Spojenych statech,

Spanélsku, ale i ostatnich evropskych zemich stejné jako v Australii a na Novém Zélandg.

Spoustu lidi pfitahuje pravé zajimavy charakteristicky znak tohoto plemene a tim je
ridge. Ridge je hiecben vedouci uprostied hibetu psa, ovSem tato srst roste smérem k hlave,
kde opét prechazi chlupy v riist normalnim smérem. Viry v srsti tvoii dvé korunky u vrcholku

ridge. Nékdy muzeme nalézt také véjitky kolem korun.

Srst je kratka, hladk4, hustd a leskld. Barva srsti je svétle pSenicnd aZz cervené
pSenicna.

Rhodésti ridgebackové jsou psi inteligentni s dlouho paméti, jsou schopni fesit
problémy. Jsou oddani roding, avsak je tfeba, aby méli majitele s vili k disciplin€ a to uz

od malého $ténéte, které si piinesou domi. Neni potieba je cvicit na obranu.

Stavbu téla ma toto plemeno vyvazenou. Je to plemeno elegantni, Silné, svalnaté.
Hlava je stfedni délky, plocha a Sirok4d mezi uSima, kde se v klidu netvoti zadné vrasky. Krk
ma pomérné dlouhy, silny a bez volné kiize na hrdle. Hrudnik je nepfili§ Siroky, ale za to
velmi hluboky a prostorny. Hrudni koncetiny jsou zcela rovné, silné a se silnymi kostmi.
Panevni koncetiny jsou Stihle osvalené. Ocas je u kofene silny a smérem ke Spicce se zuzuje.
Piesto, Ze to tak nevypada, mnozstvi tuku po téle rhodéského ridgebacka je mimotfadné malé

jako u typickych chrta.

Podle standardu uznanym FCI by méla byt vysSka v kohoutku dospélého samce
rhodéského ridgebacka 63 cm az 69 cm, samice potom 61 cm azZ 66 cm. Véha u samcl

by méla byt 36,5 kg a u samic 32 kg.

Bézné se tomuto plemeni téz nazyva ,,Ivi pes, avsak vy lovili jen malokdy. Vétsinou
rhodésti ridgebackové vy pouze nahanéli, diky své rychlosti, vytrvalosti a obratnosti pohybu,

a udrzovali je na misté, dokud k nim nedorazil lovec, ktery poté lva zabil.

Ridgebackové ve skuteCnosti lovili jenom nékdy. Casto byli pouzivani k paseni

dobytku a odhanéni predator.



3.2.3 Povaha plemene

Rhodésky ridgeback je inteligentni, hrdy, laskavy a oddany spole¢nik se silnou vili
a smec¢kovym instinktem, ale protoze dnes nema moznost zit ve smeckach, jeho ,,smec¢kou*
se stala lidsk4 rodina. Toto plemeno potfebuje vidce smecky, tedy rodiny, kdyz bude mit
vudce, nebudou S nim zasadni vychovné problémy. Stat se viidcem jeho rodiny, neni zadny
problém, je potieba se k nému chovat spravedlivé. Nesnasi biti, a kdyz je nespravedlivé
potrestan, tak je schopny to ¢lovéku nikdy nezapomenout diky své dobré paméti.
Samoziejmosti je schopnost naucit se dorozumivat se psem a chapat jeho signaly. Je-li jeho

pozornost vzbuzena, posloucha klidné, tiché povely a reaguje na lidské chovani a znac¢né
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Hodné zalezi na tom, jak dobie je vychovany a vycvi¢eny. K détem ve své rodiné
je tolerantni a trpélivy, necha si od nich libit téméf vSechno, ale v ptipadé, Ze jsou moc hrubé,
dokaze je sam patficné odehnat. AvSak pozor, v pfitomnosti cizich déti, ochranuje pouze
ty ,,své“ déti, K ostatnim se chova jako k cizim. Je tedy ochranitelsky a to hlavné vuci své
rodin€. Coz naznacuje jeho zdrzenlivou povahu vic¢i cizim lidem, ale bez ptiznaki agresivity

nebo strachu (Carlson, 1999).

Poté, co se tento pes zacleni do rodiny, uz nema chut byt sam, chce byt stale

V pfitomnosti své rodiny.

Dalsi vyraznou vlastnosti rhodéského ridgebacka je jeho silna touha po pohodli
(Chamberlainova, 2002). V ptipadé, Zze se usadi na pohovce ¢i v posteli, velice nerad ji

opousti. Pokud nechce misto opustit ani na povely, mysli si, Ze je zna¢né v pravu.

Uz od malého $ténéte je potieba dbat na dusledny, ale citlivy vycvik. Seznamovat ho
S jinymi plemeny psil stejné jako 1 s jinymi druhy zvifat, jednd se o velmi druzné plemeno.
Je potieba neustale rozvijet jeho socidlni dovednosti a v zadném piipadé mu netolerovat
jakoukoli miru agresivity, jelikoz je pfili$ rychly a silny.

Rhodésky ridgeback ma rad zabavu, ptesto, ze nepotiebuje velkou fyzickou namahu,
rad se Ucastni riznych aktivit a vyZaduje neustdlou mentdlni stimulaci. Jedna se o aktivni,
velmi pohyblivé a energické plemeno, které nepohrdne prochézkou po lese nebo honi¢kou

S jinymi psy.



3.2.4 Zdravotni stav plemene

Rhodésti ridgebackové jsou vSeobecné po cely svij zivot zdravi psi. Mnoho pst
se dozije dvanacti nebo tiinacti let, n¢ktefi dokonce i patnacti. V osmi letech se za¢nou
objevovat prvni piiznaky starnuti, ale pfi udrzovani pohybu zistavaji aktivni az do deseti

¢i jedendcti let svého Zivota, pouze se pomalu piizptisobuji véku.

Pro psa je samoziejm¢ dulezité spravné ockovani, kazdoro¢ni lékatrska prohlidka,
spravna strava a pravidelny pohyb. Je potifeba ddvat pozor na to, co sezerou, protoze bohuzel
sezerou vse, co uvidi bez vyjimky naptiklad mydla. Diky tomu je také mnoho ridgebacku
obéznich. Staci jim pouze malé davky potravy, piesto Ze jsou tak aktivni. V pfipad¢ sténéte by
potrava neméla obsahovat vice nez 22 az 25 % bilkovin, jinak mize poskodit jeho rust.
V opa¢ném piipadé to mize zpusobit zanétlivé onemocnéni kosti neboli ostitis nebo rastové
bolesti. Také neni vhodné podévat Sténéti vice vapniku nez je potfeba. Jednoduse feceno
nadbytek &ehokoli je nezdravy a to tieba i pohybu. Cim pomaleji §téné poroste, tim bude poté

zdravéjsi jako dospélé (Chamberlainova, 2002).

Zanétlivé onemocnéni kosti se ¢asto objevuje, kdyz se zanou tvofit hormony, u psi
tedy kolem desatého meésice a u fen kolem d&trnactého mésice. Priznakem je nahlé
nevysvétlitelné kulhani, kazdy den jakoby na jinou nohu. Obvyklou lé¢bou je aspirin,
odpocinek a omezeny pohyb. Toto onemocnéni je povazovano za benigni, protoze se samo
vyléci. Je zbyteCné délat u veterinafe rentgenové snimky, protoze vétSinou nic neukdzi,
nebo podavat psovi léky proti bolesti, jelikoz by se pak mohl lehce pietahnout. Piesto to
veterinafi doporuduji. Stejné nahle jako se onemocnéni objevilo, zase zmizi. Cast&ji

se vyskytuje u dospivajicich pst, u fen jen vzacné (Chamberlainova, 2002).

U rhodéského ridgebacka se vyskytuje dédi¢cné onemocnéni zvané dermoid
(dermoid sinus). Ridgeback se s nim jiz narodi, ptipadné se dermoidni cysta vyskytne na téle
psa do n€kolika mésict po narozeni. Jedna se o bolestivou cystu pod kizi, tedy vchlipeninu
kaze dovnitt tkang¢, ktera se vyskytuje v okoli ridge, je tedy pravdépodobné, ze s nim né&jak
souvisi. Cysta je rizn¢ hluboké, mize zasahovat jenom do podkozi nebo tieba az do patetniho
kanalu, kde je uloZena micha. Hluboké cysty mohou mit negativni dopad na zdravotni stav
jedince, mohou se jimi zanést i infekce zpisobujici zanétlivé onemocnéni. Cystu lze nahmatat
pfipadné vidét vchlipeninu vyholenim srsti na urcitém misté. Pravdépodobné cysty, podobné
jako ridge, vznikaji jakousi vyvojovou anomalii, poruchou, diky které se tkan kozni neodd¢li

uplné a beze zbytku od tkané€ tvofici patef. V roce 1932 popsal tuto vyvojovou poruchu
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u rhodéského ridgebacka jako prvni T. Hare. T. Hare vyslovil nazor, Ze se jedna o dédicnou
poruchu, ktery podlozil faktem, Zze pes s dermoidem po kiiZzeni se zdravou fenou zplodil
potomky stejné postizené, jako byl on sam. Psi s dermoidem na téle jsou vyfazeni z chovu.

Postizena Sténata se hned po narozeni utraceji (http://www.ckrr.cz).

Dal$im béznym dédi¢nym onemocnénim vyskytujicim se u rhodéskych ridgebacku je
dysplazie kycelniho kloubu. Znamena to, Ze panevni koncetina psa ma nespravné utvaieny
kycelni kloub. Hlavice stehenniho kloubu se neustdlym pouzivanim vice a vice uvoliuje
Z jamky panve, opotiebovava se, zpusobuje artritické zmény v kloubu a bolest. Avsak
u tohoto plemene to neni tak vazny problém jako u jinych plemen. U S§ténat je vhodné
udrzovat odpovidajici vahu vuci jejich velikosti, aby nedochézelo k pfilisnému zatizeni
rostoucich kloubtl a tak se predeslo moznym problémim v pozdé€j§im véku. Téz neni vhodny
kluzky povrch, ktery neumoziluje sevieni prsti na tlapé psa a zpisobuje Casté pady,
které mohou poskodit kyc€elni kloub a zpisobit tak mozné problémy v pozd&jSim Zivote.
Dysplazie kycelniho kloubu je povazovana za dédicné onemocnéni. U psa ji lze ptesné
rozpoznat rentgenovym vysetfenim az ve dvou letech zivota. Do té¢ doby lze pozorovat pouze
ptiznaky nemoci. Nejcastéjsi 1é¢bou je operace, béhem které dojde k obnoveni porusené
panevni kosti a kK vymén¢ hlavice stehenni kosti za nahradni hlavici, jez je umisténa zpét

do jamky panve. Jedna se o tspé$nou 1écbu (Chamberlainova, 2002).

Nov¢jsim problémem je dysplazie lokte zptisobena stale vétsim zdomacnovanim zvifat
(Chamberlainova, 2002). Naopak od dysplazie kycelniho kloubu je rozpoznatelna jiZ v raném
véku. Podle Dostéla (2007) jiz ve stafi Ctyf aZ Sesti m&sicl. Dysplazii lokte miiZze byt postizen
jeden & oba klouby u obou pohlavi. Cast&jsi vyskyt této nemoci je u nékterych plemen

uvadén u psii nez u fen.

Stale castéjSim vaznym onemocnénim u rhodéskych ridgebackl se stava hypotyredza
Stitné zlazy, ve které znacnou roli hraje genetika. Proto je dobré si pfed koupi Sténéte
prozkoumat jeho ptivod. Toto onemocnéni je mozné Uspésné léCit syntetickymi hormony.
Psi s hypotyreozou §titné Zlazy by méli byt vzdy vykastrovani (Chamberlainova, 2002).

Vaznym onemocnéni jsou Selesty na srdci tedy kornaténi kanalk. Ukazuje to na to,
ze po porodu nedoslo k plnému propojeni pravé a levé poloviny srdce. Nékdy se miize

vyskytovat pouze lehky Selest v mladi pst. I zde je tfeba se zajimat o genetické informace

(Chamberlainova, 2002).
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Co se tykéd zazivacich problémt u ridgebackt, je tfeba zminit dva ptipady. Prvnim
je pankreatitida tedy zanét slinivky bfisni. V brzkém zjisténi této nemoci je mozné jeji
vylé&eni syntetickymi hormony. Druhym je megasofagus nebo echolazie. Sténéti se velice
Spatn¢ polykd a nestravena potrava je Casto vyzvracena. K pfesnému uréeni diagnostiky

je potieba rentgenové vysetieni (Chamberlainova, 2002).

Mezi dalsi, avSak jiz vzacné se vyskytujici nemoci u tohoto plemene, patii atrofie
sitnice u mladistvych, nemoci autoimunity a degenerativni myelopatie, kterou se budu vice

zabyvat dale v této praci.

3.3 Degenerativni myelopatie

3.3.1 Definice
Degenerativni myelopatie (dale DM) u pst je geneticky podminéné progresivni
neurodegenerativni onemocnéni michy objevujici se u nekolika psich plemen. Dochazi pfi
ném k ubyvani ochranného myelinového plasté michy (bilé misni hmoty), ktera chrani mi$ni
neurony (Sedou mi$ni hmotu), pfedevs§im v oblasti hrudni patefe. Dochazi k narusovani

systému drah neurologickych vzruchi, které pak vede k porucham pohyblivosti.

Tato nemoc byla rozeznana pied vice nez 35 lety. Kdyz u DM byla vypozorovana
hyporeflexie panevnich koncetin a wcast nervovych kofend, byla nemoc oznacena jako
chronickd degenerativni radikulomyelopatie. Pivodné se myslelo, Ze je specificka
pro némeckého ovéaka a byla také nazyvana myelopatie némeckych ov¢akt. Od doby ranych
pozorovani byla DM  diagnostikovina u nékolika dalSich plemen  vcetné
welsh corgi pembroke, boxer, rhodésky ridgeback nebo chesapeake bay retriever
(Awano et al., 2009).

Pfi¢inou onemocnéni DM jsou mutace v exonovych c¢astech genu SOD1, ktery koduje
enzym superoxid dismutdzu 1. Superoxid dismutdzy patii mezi vyznamné enzymy, které
se vyskytuji u vSech aerobnich organismu. Jejich funkce spocivd vtom, Ze na zakladé
antioxidacni aktivity funguji jako UCinny obranny mechanismus zejména proti volnym

radikaltim kysliku (Zelko et al., 2002).

SOD1 byla v historii izolovana naptiklad z lidskych erytrocytl. Z biochemického

hlediska bylo zjisténo, Ze tento enzym obsahuje velké mnozstvi médi. Dale byl tento enzym
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izolovan i z mozkovych tkani. V minulosti u téchto proteinti nebyla pfedpokladana zadna
enzymatickd aktivita. Teprve McCord a Fridowich (1969) prokézali, Ze tento protein vykazuje

enzymatickou aktivitu, ktera katalyzuje aktivitu volnych kyslikovych radikali.

Green et al. (2002) dokazali, ze enzym SOD1 je schopen katalyzovat zménu toxickych
superoxidovych radikald na netoxické produkty, kterymi jsou vodik, peroxidy a kyslik.

Pro spravnou funkci tohoto enzymu je zapotiebi méd’ (Lewis, 2001).

3.3.2 Klinické priznaky degenerativni myelopatie

Pfiznaky onemocnéni u psi se obvykle objevuji kolem osmého roku zivota
nebo v pozd¢jsim veéku. U DM nezalezi na pohlavi jedince (Awano et al., 2009).
Vzorec klinického postupu psi DM je pomémé stejny mezi vSemi plemeny, které postihuje
(Shelton et al., 2012).

Pocatecnim klinickym pfiznakem je degenerace hornich motorickych nervii (UMN)),
ktera zpasobuje obecnou proprioceptivni ataxii a kfeCovitou paralyzu v panevnich
koncetinach (Coates et al., 2009). Pii projevu DM je pozorovan charakteristicky styl chize,
ktery se projevuje ztratou koordinace a rovnovahy nejprve zadnich a pozdé¢ji 1 prednich
koncetin a nakonec dochazi k celkovému ochrnuti (Shelton et al., 2012).

Nemoc muze trvat az 3 roky, nicméné majitelé pst Casto voli eutandzii jiz béhem
prvniho roku od stanoveni diagnézy DM, kdyZ uZ psi nemohou déle unést svou zadni ¢ast téla
(Awano et al., 2009). V ptipadg, ze se s eutanazii vyckava, budou klinické projevy vyrazngjsi
a postihnou i dolni motorické nervy (Shelton et al., 2012). Mezi klinické piiznaky nemoci
dolnich motorickych nervii patii hyporeflexie, postupna slabost, motoricka axonopatie,
demyelinizace periferniho nervstva, denervativni atrofie, rozsifené bolestivé svalové atrofie,
véetné postupné rostouci tetraparalyzy (Awano et al., 2009).

Shelton et al. (2012) ve svém vyzkumu uvadi, ze pomoci patologickych
a morfometrickych studii bylo prokazano, ze DM postizeni welsh corgi pembroke a boxeti
si rozvinou patologii perifernich nervi spolu s postupem nemoci. Tento nazor byl podpoien
zhorSenim dolnich motorickych nervit (LMN) doprovazejici rozvoj nemoci, limitovanym
elektrodiagnostickym testovanim, patologii a morfometrii, jez charakterizuje poskozeni
perifernich nervii. Jejich nalezy jsou v souladu s mechanizmy degenerace motorickych nervi
u amyotrofické lateralni skler6zy (dale ALS), které primarn¢ zahrnuji defekty v axonalni

struktufe a funk¢nosti. Na zakladé téchto studii by méla byt pfedepsana u psi DM analyza
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celého spektra patologickych zmén v perifernim nervovém systému zahrnujici smyslové
nervy, nemyelinizovand epidermdlni nervova vlakna, neuromuskularni spojeni a nervové
kofeny ke kompletnéjSimu  zjisténi  vzorce degenerace periferniho  nervstva

(Shelton et al., 2012).

3.3.3 Diagnostika degenerativni myelopatie

Nepiima diagn6za DM se obvykle stanovuje vyloucenim ostatnich onemocnéni,
které maji podobné piiznaky jako je napiiklad vyhiez plotynky, artr6za nebo néador.

Ve srovnani s uvedenymi diagndézami neni DM nikdy bolestiva (Coates et al., 2009).

Vzhledem Kk tomu, ze existuje velké mnozstvi miSnich nemoci, které také postihuji
horni motorické nervy a obecné proprioceptivni cesty, mize byt definitivni diagn6za DM
potvrzena az posmrtné histopatologickym pozorovanim axonalni a myelinové degenerace,
ktera se mize vyskytovat na vSech tirovnich michy a ve vSech misnich vybézcich, ale nejvice
trpi dorzalni ¢ast lateralnich funikulii za stfedem kaudalni hrudni oblasti (Awano et al., 2009).

Jak uvadi Wininger et al. (2011) ve svém c¢lanku, DM byla také diagnostikovana
u plemene bernsky sala$nicky pes. Vykastrovana osmileta fena bernského salasnického psa
byla v Bush Veterinary Neurology Service (BVNS) kviili paralyze. Fena byla v BVNS uz
0 13 mésict diive kvtli vyhodnoceni postupu slabosti panevnich koncetin. V té dob¢é fena
vykazovala cupitani zadnich koncetin, stfedni postojové reflexové nedostatky a laxnost
v pravém kycelnim Kloubu. Obecna asymetrickd proprioceptivni ataxie a kieCovita paralyza
byly pfitomné pii neurologickém vySetieni. Postojové reakce byly zpozdéné v obou
panevnich  koncetindch a segmentové reflexy byly v normalu. DNA test
pro SOD1 118G > A mutaci, bézné spojovan se psi DM, byl normalni (homozygot
pro G alelu). Fyzioterapie byla zahajena.

Po 16 mé&sicich od plivodni prezentace piiznaky paraplegie se zachovanim citlivosti
na bolest postoupily. Snizeni pfipadné ztrata reflexti byly pfitomny u obou panevnich
koncetin a naznacovaly neurodegeneraci, ktera postoupila az k dolnim motorickym nerviim

spojenym se stehennim a sedacim nervem (Wininger et al., 2011).

Fena byla utracena 21 mésici od prvni prezentace, protoZze nemoc postoupila
k mocové a fekalni inkontinenci. Histopatologické hodnoceni michy nalozené ve formalinu
bylo provedeno ve Veterinarni medicinské diagnostické laboratofi Univerzity Missouri.

V postizenych tkanich byly v zadnich c¢astech bocnich funikul pfilehlych k dorsalnim
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kofenlim zjiStény bilaterdlni oblasti sklerdzy téméf zbavené myelinu se snizenou axondlni
hustotou. Ve vsech traktech bilé hmoty byla pfitomna otekla axonalni pouzdra. GFAP znaceni
bylo vice homogenni a intenzivnéjSi v oblastech axondlniho a myelinového ubytku
bez ziejmého zvyseni v astrocytickych jadrech. Pfidruzené misni nervy vypadaly normalng.
Ackoli distribuce axondlniho opadavani a glibzy byla vice difundovand a méné
koncentrovana v dorsélnich funikulech nez u typickych DM SOD1 118A homozygotnich pst,
celkovy vzorec histologickych 1ézi v¢etné distribuce tibytku axonl a demyelinizovani v mise

silné podporoval diagnézu DM (Wininger et al., 2011).

Wininger et al. (2011) tim popsali DM u bernského salasnického psa, ktera je typicka
jako u jinych plemen psti kromé pomalejSiho postupu nemoci nez je prumér, a vysledky testl
DNA indikuji homozygoty pro alelu G v SOD1 118. Tento nalez slouzi k pfipomenuti,
ze ptimé DNA testy indikuji pfitomnost nebo nepiitomnost alel zplsobujicich nemoc,
ale nemohou byt uzity pro vylouceni diagnozy, protoze dalsi sekvenacni varianty ve stejném

genu nebo v jiném genu mohou produkovat stejné nebo podobné fenotypy nemoci.

3.3.4 Lécba degenerativni myelopatie

Onemocnéni DM je bohuzel nelécitelné a vzdy konc¢i smrti. Jedinci s DM lze Zivot

pouze prodlouzit a to spravnou vyzivou a zdravym pohybem.

DM u pst md mnohé podobnosti s formou lidské ALS projevujici se na hornich
motorickych nervech, ktera vyplyva zmutaci v genu superoxide dismutase (SOD1).
A proto byla psi DM navrzena jako potencionalni zvifeci model nemoci pro lidskou ALS
(Shelton at al., 2012).

3.35 SOD1
Jako geneticky rizikovy faktor pro DM u nékolika psich plemen byla pfed casem,
americko-svédskym vyzkumnym tymem, identifikovana mutace genu SOD1. O genu SOD1
se vi, ze kazdy jedinec ma ve svém genotypu dvé kopie tohoto genu a DM se u postizenych
touto nemoci projevi pouze v ptipade€, ze jedinec ma ob¢é dveé kopie tohoto genu poskozené.
Z ¢ehoz miiZzeme usoudit, Ze se jedna o recesivni onemocnéni. Pokud mé jedinec pouze jednu
poskozenou kopii genu SOD1 a jednu kopii genu v pofadku nebo ma ob¢ kopie v poradku,

je velka pravdépodobnost, ze ke vzniku onemocnéni DM nikdy nedojde (Green et al., 2002).
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Prvni védecké prace, které se zabyvaji studiem genetické pii¢iny onemocnéni DM
U pst, pochazeji z roku 2002, kdy Green et al. (2002) potvrdili obecné platnou teorii, Ze stejné
jako u Clovéka, tak i u pst je DM zpusobena mutacemi genu SODI1. Jedna se o mutaci

V exonové ¢asti tohoto genu.

Green et al. (2002) ve svych experimentech provedli nejen sekvenéni charakteristiku
genu SOD1, ale rovnéz lokalizovali tento gen na 31. chromozomu psa. Tito autofi provadéli
veterinarni, biochemické, histologické a genetické analyzy u pst s typickymi pfiznaky DM.
Genetické analyzy byly zaloZzeny na izolaci mRNA, kterd je nasledné piekladana
do proteinového produktu — enzymu SOD1. Molekuly mRNA byly pomoci reverzni
transkriptazy pirepsany do molekul cDNA, které byly nasledné sekvenovany. Ziskané
sekvence autofi porovnali s publikovanymi sekvencemi genu SOD1 u mysi a u ¢lovéka

a zjistili vyznamné sekvencéni shody.

Green et al. (2002) soucasné identifikovali kauzalni mutaci, kterd je zpusobena
zaménou G/A ve 2. exonu genu SOD1. Zprace téchto autort vyplyva jeden dulezity
poznatek, na zadkladé¢ porovnani sekvenci cDNA genu SOD1 a genomické sekvence psa
identifikovali v genomické DNA exony 2, 3, 4 a 5 a souéasné introny, které tyto exony
oddélovaly. Exon 1, ktery byl identifikovan v cDNA, vSak nebyl lokalizovan v genomické
DNA psa.

Sekvenci genu SOD1 uvadi i dvé nejdulezitéjsi mezinarodni nukleotidové databaze —
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) a NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Na obrazku 1 je znazornéna strucnd charakteristika genu SOD1 ziskand z mezinarodni
databaze NCBI. Z tohoto obrazku vyplyva, ze v sekvencich jsou vyznaceny pouze 4 exony
v genu SOD1, na rozdil od 5 exond, které identifikovali Green et al. (2002). Na obrazku 2
je uvedena charakteristika genu SOD1 z databaze Ensembl. Ztohoto obrazku vyplyva,
ze v sekvenci genu je vyznaceno skute¢né 5 exonil. Z porovnani sekvenci téchto exont,
se sekvencemi které publikovali Green et al. (2002) vyplyva, ze sekvence exonu 1 nejsou
shodné. Tento rozdil 1ze vysvétlit zfeymé tim, Ze databdze Ensembl identifikuje exony genti

na zaklad¢ automatickych programti, které neberou v potaz jiz publikované vysledky.
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Obrazek 1: Charakteristika genu SOD1 v databazi NCBI

Location: chromogsome: 3 see Z007 in Map'iewear
Sequence: Chromosome: 31, NC_00B613.3 (26540291, 26544212

Chromosome 31 - NC_006613.3

[ 25879655 b [ 26674053
KRTAP11-1 TIAM1 LOC1n2155229
FCAF4
2001
~| Genomic regions, transcripts, and products &[?
Genomic Sequence | NC_006613 chramosome 31 reference CanFam3.1 Primary Assembly [V] (5o ta reference sequence details
Go to nucleotide Graphics FASTA  GenBank
HC_006613.3: 27M..27TM (5.1Kbp}~ | Find on Sesuence: ==Y + AT HoTools - | configure & 7 -
i) [EEEL |26.540 508 [26.541 K |25.541.500 26542 K |28 542 508 |28.543 K 26,543 508 |28 544 K |26.544 500
Genes s
5001
[HH_pe1ea3A351 || Il HF peieasaas.)
NP =0l SOD1 '
Gene: 5001 1 1 1 1
Qualifiers: Partial start
RNA-3eq exon coverage, Title: superoxide dismutase 1, soluble e
Location: 26,540,291 26,544,212
Merged features: MP_001003035.1 and WM_001003035.1
#

RNi-zeq intron-spannin Links & Tools

View Genell: 403559 (SO01)

17



Obrazek 2: Charakteristika genu SOD1 v databazi Ensembl

Gene: SOD1 ENSCAFG00000008859

Description superoxide dismutase 1, soluble [Source: HGMC Symbal, Acc:11179)
Location Chromosome 31: 26,539 77 3-26 544 206 forward strand.
INSDC coordinates chromosome: CanFam3. 1:Ch000031.3: 2653977 3: 26544 206:1

Transcripts

This gene has 1 transcript (splice variant)

Summary 6
Name 5001 (Projected HGMC Symbal)
Synonyms ALS, ALS1, IPOA [To view all Ensembl genes linked to the name click here. |
Ensembl version EMZCAF 000000053593
Gene type Known by_projection pratein_coding
Prediction Method Annotation produced by the Ensembl genebuild.
‘== Goto Region in Detail for more tracks and navigation options (e.g. zooming)
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Genotypy genu SOD1 podle OFA (upraveno podle http://www.offa.org)

Genotyp Normal/Normal N/N (také G/G). Jedna se o dominantniho homozygota, ktery ma
ob¢ kopie genu nezmutované. Tento jedinec je zdravy. S nejvétsi pravdépodobnosti u néj

nikdy nepropukne onemocnéni DM.

Genotyp Normal/Abnormal N/A (také G/A G/DM). Jedna se o heterozygota, ktery ma jednu
kopii mutovaného genu SOD1. S nejvétsi pravdépodobnosti u néj téz nedojde k propuknuti
onemocnéni DM, ovSem je pfenaseCem zmutované kopie genu SOD1 a tak ji miize predat

svym potomkam.

Genotyp Abnormal/Abnormal A/A (také DM/DM). Jedna se o recesivniho homozygota,
ktery ma ob¢ kopie mutovaného genu SOD1. Tim padem se u tohoto jedince mize projevit
onemocnéni DM, ale také nemusi. Tyto zmutované kopie genu piendsi na své potomky,

pficemz kazdy ziska alesponi jednu a stane se tak penasecem tedy heterozygotem.

Genome-wide association (GWA) v ramci vyzkumu DM uskutecnila celogenomovou
analyzu u plemene welsh corgi pembroke, pti¢emz 38 pst bylo postizenych DM a 17 pst bylo
kontrolnich, neprojevujicich klinické ptiznaky DM, starSich 6 let (pramérny vék 9,4 let),
zapouziti Affymetrix Canine Genome 2.0 Array. Celogenomové mapovani ukdzalo
nejsilngjsi spojeni na chromozomu 31 (CFA31), ktery obsahuje psi gen SOD1, a slabsi
spojeni na dalSich 4 chromozomech, coZ naznacuje modifikace nebo populacni substrukturu.
Béhem spojeni oblasti CFA31 byli vSichni postizeni psi homozygoti na béZzném haplotypu
od 28,91 do 29,67 Mb (CanFam 2.0), ktery obsahuje 3 geny: SOD1, TIAM1 a SFRS15.
Diky tomu, Ze mutace na lidském SOD1 muize zptisobovat ALS, coz je u ¢loveka v dospélosti
se projevujici smrtelnd paralyzujici neurodegenerativni nemoc, ve které jsou anganzovany
horni a dolni motorické neurony, udélala klinickd podobnost mezi DM u pstt a ALS u lidi

z genu SOD1 nejpravdépodobnéjsiho kandidata.

Resekvenaci 17 kontrolnich pfipadi a 38 ptipadi postizenych psi DM se odhalila
zaména nukleotidu G a A v exonu 2, ktera predpovidala mutaci na pozici E40K.
Vsech 38 postizenych jedincti plemene welsh corgi pembroke bylo homozygotnich na velké
Aalele, zatimco 17 vzorkli kontrolni skupiny obsahovalo 10 A/A homozygoti,
6 A/G heterozygoti a 1 G/G homozygota. Pro potvrzeni lokalizovani DM mutace, bylo
dikladné zmapovano SNP napfi¢ oblasti 0 velikosti 1,9 Mb od 29,04 do 30,97 Mb u 5 plemen
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(welsh corgi pembroke, boxer, rhodésky ridgeback, némecky ov¢ak a chesapeake
bay retriever), ktera byla oddélena pro DM. Postizeni psi ze vSech 5 plemen méli 5-SNP
haplotyp (maximum 195 kb), ktery obsahoval mutaci na pozici E40K. Tento haplotyp byl
oviem také p¥itomen u pst, ktefi neméli onu mutaci. Zadny dalsi SNP nebo haplotyp v této
oblasti nebyl sdilen v§emi plemeny a souhlasil s recesivni dédi¢nosti (Awano et al., 2009).
Kauzalni mutace genu SOD1 u plemene wesh corgi pembroke studovali také March et al.

(2009).

Vyznamny pomér A/A mutantnich homozygoti napfi¢ kontrolni skupinou
a pritomnost mutace E40K na dédi¢nych haplotypech v populaci mize vysvétlovat relativné
slabé celogenomové mapovani v této oblasti. Nicméné prezentovana geneticka data vyznamné

spojuji mutaci na pozici E40K s nemoci DM (Awano et al., 2009).

Pro dalsi celogenomové mapovani byli pouziti jedinci GWA a dalSich
64 welsh corgi pembroke a 418 reprezentanti ze 4 dalSich plemen, kteti byli genotypizovani
pro SODL1 s vysledkem 118 G > A polymorfizmus. Napti¢ plemeny bylo 100 vzorkd od psi,
kterym byla diagnostikovana DM, nicméné diagndéza neméla stejna striktni kritéria.
Vyznamné propojeni mezi DM fenotypem a homozygoty pro alelu A bylo zjiSténo,
kdyz vSech 5 plemen bylo spole¢né analyzovano, a i kdyz kazdé plemeno bylo analyzovano
individudlné. Frekvence alely A v separovanych kontrolnich skupinich jinych plemen
sestavajicich se ze vzorkli od psich plemen, u kterych je DM diagnostikovana vzacné,

byla vyznamné niZsi nez u postizenych plemen (Awano et al., 2009).

3.3.6 Psis DM jako modely pro ALS

Awano et al. (2009) ve svém clanku uvadi, ze objev toho, Ze homozygotnost
pro pozici E40K je hlavnim genetickym rizikovym faktorem podporujicim DM, mize vést
k dlouhodobé strategii psi plemenitby pro vyhnuti se budoucim generacim psu s rizikem
vyvoje DM. Nicméné vysoka frekvence mutaci v nékterych plemenech jako napiiklad boxer
¢i welsh corgi pembroke, naznacuje, Ze striktni vyhnuti se této mutaci velmi snizi efektivni
velikost populace téchto plemen. Populaci plemene Ize z hlediska vyskytu onemocnéni DM
ovlivnit pomoci selekce s vyuzitim genetickych markerti, kterd vede ke snizeni frekvence
vyskytu letalni mutované alely genu SOD1. I s DM marker testem mnoho tisic béznych pst,

narozenych pied dostupnosti testi, budou stale vykazovat klinické ptiznaky a miize trvat

20



nejméné dekadu, nez cilend plemenitba mulze podstatné snizit vyskyt této pozdné se

projevujici nemoci.

Mezitim psi postizeni DM jsou potencionalnimi zvifecimi modely pro formu lidské
ALS. Tito psi mohou byt vyuziti k vySetfeni procesu degenerace motorickych nervii u DM
a ALS nebo k mapovani modifikovaného loku a k identifikaci faktori prostiedi, které zhorsuji
nebo zlepSuji pribéh nemoci. Bézné¢ se provadéjici eutanazie postizenych pst v brzkém
vyvoji nemoci miize poskytnout pitevni material ve stadiu nemoci, ktery je vzacné piistupny
u lidskych pacienti. Psi model se miize ukazat zejména cenny pro vyhodnoceni
terapeutickych intervenci. Sife potencionalnich terapeutickych agens se ukazala byt daleZita
pro vék propuknuti nemoci nebo rychlosti postupu u hSOD1m hlodav¢ich modelt, nicméné
tyto agens se ziidka vyskytuji u lidskych klinickych zkousek. V porovnani s hSOD1m
hlodavéimi modely jsou psi vice podobni lidem, co se ty¢e velikosti, struktury a komplexnosti
jejich nervového systému a v délce nemoci. Také nejsou Casto postihovani vysokou trovni
mutace exprese genu SODL, ktera se objevuje u mnoha hSOD1m hlodav¢ich modeld, a ktera
muze vyvolat patologické procesy odlisné od pacienti s ALS. Z tohoto diivodu vysledky
klinickych zkouSek provadénych se psi postizenych DM 1épe piedpoveédaji Ginnost

terapeutickych intervenci pro 1écbu ALS (Awano et al., 2009).

3.3.7 Amyotroficka lateralni skleroza

ALS odkazuje na skupinu heterogennich nemoci, které se objevuji v dospélosti
u ¢lovéka. Tyto nemoci jsou progresivni neurodegenerativni, ovliviiuji jak horni, tak dolni
nervovy motoricky systém (Awano et al., 2009). Postupujici degenerace hornich motorickych
nervl zpusobuje ztuhlost, zpomalovani svalovych pohybi, zhorSovani mluveni a polykani,

svalovou atrofii a bolestivou slabost (Shelton et al., 2012).

Pacienti s ALS mohou byt hodnoceni pouze v poslednim stadiu nemoci, na rozdil
od pst postizenych DM, které je mozno studovat Vruznych fazich nemoci. Lidé s ALS
umiraji béhem tii az péti let od objeveni se piiznakti nemoci (Shelton et al., 2012), dojdou
do stavu kompletni paralyzy a podlehnou selhani dychacich svali (Awano et al., 2009).
Patologické znaky ALS jsou svalova degenerace (amyotrofie), axonalni degenerace
a axonalni ztrata, rozsahla astrogliéza (sklerdza), intracelularni ,,protein-agregat™ formaci
a smrt bun€k hornich a dolnich motorickych nervii v miSe, mozkovém kmenu a mozkové

ktte. Studie popisuji, ze patologické zmény v perifernim nervovém systému u lidského ALS
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jsou neobvyklé a omezené na konecnou fazi nemoci, ale pfipominaji distalni axonopatii, také

se projevujici jako smyslova neuropatie (Shelton et al., 2012).

Genetické podobnosti jsou kliCovym spojenim mezi DM a ALS. Piiblizn¢ 5 az 10 %
pfipadi ALS jsou piibuzni. Ostatni vyskyt se zda byt nepfili§ casty. Mutace SOD1 je
zodpoveédna piiblizné za 20 % piipadi ALS v rodiné (Shelton et al., 2012). 1 az 5 % ptipadi
jsou sporadické. U pacientd s ALS bylo identifikovano vice jak 120 riznych SOD1 mutaci.
Objasnéni mechanizmu zakladni ALS bylo slozité kvili malému mnozstvi biologického
materialu od nemocnych v raném stadiu nemoci. Vyzkumnici ALS se museli spoléhat pouze
na transgenni hlodavce s lidskym genem SOD1, aby tim vyvolali nemoc hornich motorickych
nervi, kterd se projevuje mnoha piiznaky ALS. Mysi se SOD1 se vyvijeli normalné,
coz naznacuje, Zze neurodegenerace, V mysich s lidskym SOD1 (hSOD1m) a u pacienti S ALS,
byla zpiisobena toxickou mutaci. AvSak podstata toho toxinu je nejistd, né€kolik experimentil
naznacovalo, Ze k neurodegeneraci dochdzi kvili zméné zmutovaného SODI1. Dochdzi
ke zméné biologické aktivity nebo podpotfe tvorby intracelularnich SOD1 produkti
(Awano et al., 2009).

3.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (z anglického Polymerase chain reaction, dale PCR) je
metoda v molekularni biologii slouzici ke zmnozeni neboli amplifikaci fragmenti nukleovych
kyselin v cyklické reakci o tfech teplotnich fazich. Vyuziva procesu denaturace, hybridizace a
syntézy deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Tato metoda byla vyvinuta v laboratofich Cetus
Corporation v Emeryville v Kalifornii (Bartinkova et al., 2005).

3.4.1 Princip metody PCR

Jedna se o reakei, ktera je zalozena na denaturaci neboli rozkladu dvouvlaknové DNA

pii vysoké teploté a opétovné renaturaci neboli slozeni DNA po sniZeni oné teploty a to

za zachovani pravidla komplementarity bazi (Bartiikova et al., 2005).

K metodé PCR jsou zapotiebi primery, zasoba deoxynukleotidtrifosfati (dNTP)
pro dostatek substratu pro syntézu novych vlaken a termostabilni DNA polymeraza
(Griffin and Griffin, 1994, Innis et al., 1990).
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Primery jsou syntetické oligonukleotidy DNA, coz znamena, Ze jsou slozeny z méné

jak 50 nukleotidi, obvykle z 20 az 30 nukleotida.

Casto pouzivanou DNA polymerazou je tzv. Taq polymeraza, kterd je izolovana
z bakterie Thermus aquaticus zijici v horkych pramenech. Jeji teplota zlstava aktivni
I po zahtati na 95 °C, ktera je potieba pro denaturaci.

Pii PCR metodé¢ dochazi ke tiem zakladnim fazim (Glick and Thompson, 1993;
Henry, 1997).

Prvni fazi je denaturace vySetfovaného vzorku DNA na dva jednoduché fetézce,
pti které se teplota pohybuje nad 90 °C, obvykle pii 95 °C. Pii této teplot¢ dochazi
k rozvoliovani vodikovych mustkt, které spojuji purinové a pyrimidinové baze vzajemné
komplementarnich nukleotidil a tim vznika jednotetézova DNA (ssDNA) (Pavlik, 1999).

Dalsi fazi je annealing neboli nasednuti primerd na komplementdrni sekvenci
matricového fetézce DNA, kterym je ssDNA z prvni faze. Pii této fazi dochazi k ochlazeni
vzorku na 50 az 60 °C. Aby bylo mozné pouzit primery, je potfeba znat minimaln¢ pocatecni
a koncovou sekvenci amplifikace. Poté tedy mista vazby primerti vymezuji oblast, kterd bude
amplifikovana. Hybridizované primery jsou zdkladem pro tvorbu novych DNA vlaken.
Od jejich 3" konce za¢ina syntéza novych vlaken. Jednotlivé nukleotidy jsou pfifazovany
podle komplementarity bazi (A-T, C-G) (Pavlik, 1999).

Tteti a posledni fazi PCR reakce je elongace neboli prodluzovani nukleotidovych
fetézcl plisobenim Taqg polymerazy pii teploté¢ 72 °C. Na 3’ konce navazanych primert
nasedd Taq polymeraza, kterd k obé&ma primerim pfipojuje nové nukleotidy podle
komplementarity bazi, a prodluzuje fetézec smeérem od 5" konce ke 3" konci. Po dokonceni
syntézy novych vldken DNA je smés ve zkumavce opét zahtata na 95 °C, aby znovu doslo
k denaturaci a k syntéze dalSich vlaken a proces se opakoval.

Vysledkem procesu je nové vytvofeny usek dvoufetézcové DNA (dsDNA)
tzv. amplikon. Vzhledem k tomu, Ze dochazi k amplifikaci dvou matricovych vlaken DNA,
vzniknou béhem cyklu z jedné vychozi molekuly dsDNA dvé€ nové vytvoiené molekuly
dsDNA tedy dva amplikony (Pavlik, 1999).

Po kazdém cyklu dochazi ke zdvojnasobeni poctu amplikont. Z jedné jediné molekuly
dsDNA, jeZ vstupuje na zacatku do reakce, vznika b&hem reakce pii 30 cyklech vice jak
miliarda amplikond. AvsSak skute¢ny pocet amplikonli mize byt niz§i vzhledem k moznosti

vzniku chyb. Cim delsi je amplifikovany tusek, tim stoupa riziko vzniku chyb. Ke sniZeni
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tohoto rizika je doporucovano pii delSich amplifikovanych tGsecich zvysit pocet cykla (Pavlik,
1999).
Obecné lze tedy fici, Ze po prob&hnuti n cykld se jedna molekula DNA zmnoZi na 2"

molekul. Proces PCR je znazornén niZe na obrazku.

Obrazek 3: Schéma reakce PCR (Bartuinkova, 2005)

nativoi ds DMNA
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5 3 5 — -3
3 — 5 3 5

3.4.2 Vvhody a nevvhody PCR

Vyhodami PCR je vysokd specifita a citlivost, rychlost, bezpetnost, navaznost
na ostatni vysetfeni, dobry rozliSovaci schopnost, moznost automatizace.

Mezi nevyhody PCR patii délka amplifikovaného tseku, nutnost znat sekvence
ohranicujici amplifikovany usek, nepfesnost replikace, moznost kontaminace cizorodou

DNA, obtiznost kvantitativniho stanoveni.
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3.4.3 Vyuziti PCR

PCR metodu Ize pouzit pii stanoveni diagnézy geneticky podminéné choroby
(napiiklad: cysticka fibréza — CF, Duchennova svalova dystrofie — DMD), urceni pohlavi,
diagnostice infek¢niho onemocnéni, monitorovani terapie CML (chronickd myeloidni

leukemie), ve forenzni mediciné k identifikaci osob, v archeologie ¢i klinické genetice.

3.5 PCR-RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

V molekule DNA je geneticka informace ulozena ve sledu nukleotidi. K tomu,
aby bylo mozné se dostat ke genu, je zapotiebi danou DNA Sroubovici rozbit na mensi
fragmenty. Dnes jsou Kktomu vyuzivany bakteridlni enzymy nazyvané restrikéni
endonukleazy. Tyto enzymy maji jednu specialni vlastnost, §t€pi DNA pouze v palindromech,
vzdy stejnych pro kazdou restrikéni endonukledzu, se specifickou kratkou nukleotidovou

sekvenci, zpravidla 4 — 8 nukleotidovych part (Alberts et al., 1998).

Technika PCR-RFLP je zalozena na rozpoznani specifické sekvence amplifikovaného
PCR fragmentu pomoci restrikéni endonukledzy. Restrikénim S§tépenim lze identifikovat
bodové mutace, které se nachdzeji uvniti amplifikovaného fragmentu DNA. Vysledkem
restrikéniho Stépeni jsou rizné velké fragmenty DNA, které jsou separovany na agarézovém
gelu. Pomoci ethidiumbromidum je mozné vizualizovat DNA. Vyhodou této metody je,

ze uréi konkrétni misto mutace.

Obrazek 4: Restrik¢ni §tépeni (upraveno podle

http://biologie-v-kostce.blogspot.cz/2011/05/58-restrikcni-nukleazy-vyznam-v-

genovem.html)
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3.6 Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je fazena mezi nejpouzivanéjsi separacni techniky, jez slouZzi
k analyze nukleovych kyselin a proteint.

Princip gelové elektroforézy spociva v pohybu zaporné nabitych molekul DNA
v elektrickém poli smérem k anod¢. Diky této metod¢ Ize separovat tedy oddélovat molekuly
DNA na zaklad¢ rizné rychlosti pohybu molekul DNA v gelu (Sambrook et al., 1989).

Vhodnym nosic¢em pro elektroforézu je agar6zovy gel nebo polyakrilamid.

Agarézovy gel je vytvoien pomoci ur¢it¢tho mnozstvi TBE pufru a urcitého mnozstvi
praskové agardzy a to zavisi na tom, kolika procentni agar6zovy gel ma byt vytvofen.
Po smichani je tato smés zahiivana v mikrovinné troubé tak dlouho, dokud nema
pozadovanou hustotu, béhem zahtivani je také jest¢ promichavana. Poté je gel nalit do nadoby
a pfiddi se do ng& ethidiumbromid, ktery slouzi k nasledné vizualizaci DNA
v UV transluminatoru. Je ponechan ¢as na zatvrdnuti gelu (Sambrook et al., 1989).

Agarozovy gel je poté vlozen do elektroforetické vany. Pomoci tzv. hiebinkl byly
v agardézovém gelu pfi jeho ptfipravé vytvoreny jamky, do kterych jsou nandSeny pipetou
vzorky DNA. Gel je tvoten slozitou siti polymernich molekul s pory, jimiz se molekuly DNA
pohybuji riznou rychlosti v zavislosti na velikosti, tedy malé fragmenty se pohybuji rychleji
atak v gelu urazi vétsi vzdalenost nez vétsi fragmenty DNA. Kontrola vlozeni PCR produktu
do jamky, zatizeni a migrace DNA v gelu je zajiSt€na piidanim tmavé zbarveného tzv.
nanaSeciho neboli vkladaciho pufru. Dale se do posledni jamky gelu nanasi tzv. velikostni
marker (hmotnostni standard, DNA ladder = Zebiik) o definované velikosti jednotlivych
fragmentti, aby bylo mozno odhadnout velikost sledovanych DNA fragmenti.

Separované fragmenty DNA je potieba po skonceni -elektroforézy zviditelnit.
Pro zviditelnéni separovanych fragmenti DNA se pouZiva znaceni barvivem, které se dokaze
vazat na DNA, napiiklad ethidiumbromid, a UV zéifeni v pfistroji nazyvaném

UV translumindtor. V UV transluminatoru jsou odecteny vysledky.

Rozdélené molekuly DNA Ize také ve funk¢ni formé izolovat z gelu.
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Obrazek 5: Gelova elektroforéza (upraveno podle

http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz)
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4 Material a metody

4.1 Hodnocené genotypy

Do sledované skupiny bylo zafazeno 74 psit plemene rhodésky ridgeback,
0 kterych byly dale shromazd’'ovany tyto udaje: jméno, pohlavi, veék, misto narozeni,
barva srsti.

V nasledujici tabulce je uveden prehled hodnocenych psti.

Tabulka 1: Ptehled hodnocenych psti — 1. ¢ast

Cislo vzorku | Pohlavi |Rok narozeni| Narozen u nas/ import Barva srsti
Cczul fena 2010 CR ervené pienicna
CZU2 pes 2008 CR ervené pienicna
CZU3 fena 2011 CR ervené pienicna
Czu4 pes 2004 import pSeni¢na
CzU5 pes 2007 import ¢ervené pSeni¢na
CZU6 fena 2007 CR ervené pienicna
Czu7 pes 2003 CR cerven¢ pSeni¢na
czus pes 2011 CR ervené pSeniéna
CzuU9 pes 2005 import ¢ervené pSeni¢na

CzU10 pes 2007 CR ervené pSeniéna
Czu11 pes 2011 CR ervené pieni¢na
CzU12 pes 2008 CR cerven¢ pSeni¢na
CzuU13 fena 2011 CR cervené pSeni¢na
Czu14 pes 2010 import cervené pSeni¢na
CzU15 pes 2009 CR pSeniéna

CzU16 pes 2011 CR cervené pSeni¢na
Czu17 fena 2012 CR cervené pSeni¢na
CzuU18 pes 2010 CR cervené pSeni¢na
CzuU19 fena 2011 CR ¢ervené pSeni¢na
Czu20 fena 2008 import cervené pSeni¢na
Czu21 fena 2009 CR ¢ervené pSeni¢na
Czu22 pes 2007 import ¢ervené pSeni¢na
Czu23 pes 2010 CR pSeniéna
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Tabulka 1: Pfehled hodnocenych psti — 2. ¢ast

Cislo vzorku | Pohlavi | Rok narozeni| Narozen u nas/ import Barva srsti
CzU24 pes 2010 CR ervend pienicna
CZU25 pes 2010 import cervené pSeni¢na
CzU26 fena 2010 CR pSeni¢na
czu27 fena 2009 CR pSeni¢na
czu28 pes 2010 CR pSeni¢na
CzU29 fena 2009 CR ¢ervené pSeni¢na
CZU30 pes 2009 CR cerven¢ pSeni¢na
Czu31 fena 2008 CR pSeni¢na
CZU32 fena 2010 CR ervend pienicna
CZU33 fena 2010 CR pSenicna
CZU34 fena 2010 CR pSenicna
CZU35 pes 2010 CR ervené pienicna
CZU36 fena 2009 CR pSenicna
Czu37 fena 2012 CR cervené pSeni¢na
CZU38 pes 2009 CR cerven¢ pSeni¢na
CZU39 pes 2008 CR cerven¢ pSeni¢na
CZU40 pes 2010 CR ervené pSeniéna
Czu41 fena 2010 CR ¢erven¢ pSenicna
Czu42 fena 2010 CR ¢erven¢ pSenicna
CZU43 fena 2010 CR ervené psenicna
CzZU44 fena 2010 CR ervené psenicna
CZU45 fena 2007 CR pSeniéna
CZU46 fena 2009 CR ervené psenicna
CZU47 pes 2010 CR ervené psenicna
CZU48 fena 2009 CR ervené psenicna
CZU49 fena 2004 CR pSeni¢na
CZU50 fena 2009 CR cervené pSeni¢na
Czus1 pes 2009 import pSeni¢na
CZU52 pes 2004 import ¢ervené pSeni¢na
CZU53 pes 2008 CR cerven¢ pSeni¢na
CZU54 fena 2011 CR ervené pieni¢na
CZU55 fena 2009 CR cerven¢ pSeni¢na
CZU56 pes 2012 CR pSeniéna
CZU57 pes 2011 CR pSeniéna
CZU58 pes 2011 CR cerven¢ pSeni¢na
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Tabulka 1: Pfehled hodnocenych psti — 3. ¢ast

Cislo vzorku | Pohlavi | Rok narozeni| Narozen u nas/ import Barva srsti
CZU59 pes 2011 CR pSeni¢na
CZU60 fena 2010 CR pSeni¢na
Czu61 fena 2011 CR ervené psenitna
CzU62 fena 2011 CR pSeni¢na
CZU63 pes 2012 import cervené pSeni¢na
Czue4 pes 2012 CR Cervené pSeni¢na
CZU65 pes 2011 CR ervené pSeniéna
CZU66 pes 2011 CR ervend pienicna
CZU67 pes 2011 CR ervend pienicna
CZU68 pes 2011 CR ervené pienicna
CZU69 fena 2011 CR ervené pienicna
CZU70 fena 2011 CR ervené pienicna
CzuT1 fena 2010 CR pSenicna
CzUu72 fena 2013 CR ¢erven¢ pSenicna
CzuT3 fena 2012 CR cervené pSeni¢na
CzU74 pes 2002 import ¢ervené pSeni¢na

Jako referen¢éni genotypy byli pouziti tifi zastupci plemene ceskoslovensky vicak,
u kterych byly zjistény rizné kombinace alel genu SOD1. Jednalo se o jednoho jedince
s genotypem N/N, N/DM a DM/DM. U vSech jedinci byly provedeny genetické testy
v profesnich laboratofich poskytujicich certifikdt o vysledku vySetfeni. U psa s genotypem
DM/DM byly zjistény klinické pfiznaky onemocnéni.

4.2 lzolace DNA

4.2.1 Odbér vzorki DNA

DNA vzorky byly odebrany za pomoci sterilntho cytologického kartacku
(Lotus Global Co., Ltd.) z epitelidlnich bunék bukalnich sliznic pst, aby byla pouzita
neinvazivni metoda. Psi nesméli byt dvé hodiny pfed odbérem krmeni ani napajeni.
Po odebrani vzorkli anasledném vyschnuti kartackti v aseptickém prostifedi, byl kazdy
kartaCek uzavien samostatné do papirové obalky, kterd byla oznacena jménem psa, a ulozena

do mraziciho boxu s teplotou — 20 °C.
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4.2.2 lzolace DNA
Izolace DNA byla provedena za pomoci kitu NucleoSpin® Tissue XS (Machery-

Nagel), ktery je k témto ucelim vyraben, a to za dodrzeni navodu stanovenym vyrobcem.
Postup

1) vyjmuti kartacku z papirové obalky a jeho vlozeni do ¢isté zkumavky

2) rozklad bunék po piidani 180 ul T1 pufru a 25 pl proteinazy

3) promichani vzorku

4) vlozeni vzorku do termoboxu, ktery je pfedehiaty na 56 °C, nechat nahfivat
15 min, béhem té doby vzorek 3x promichat

5) piidani 200 pl B3 pufru a promichéani vzorku 2 x 5 sekund

6) vlozeni vzorku na 10 min do termoboxu, ktery ma teplotu 70 °C, 1x promichat

7) vyndani kartacku sterilni pinzetou ze zkumavky

8) piidani 210 ul 100 % ethanolu a pieta¢enim zkumavek vysrazit DNA

9) piepipetovani vzorku po ¢astech do ¢isté zkumavky s filtrem

10) centrifugovani vzorku po 1 min pii 11 000 ota¢kach a nasledné odliti proteklé
frakce

11) ptidani 500 pl BW pufru a nasledné centrifugovani po 1 min pii 11 000 otackach
a odliti proteklé frakce

12) ptidani 600 pl B5 pufru a nasledné centrifugovani po 1 min pii 11 000 otackach
a odliti proteklé frakce

13) centrifugovani filtru ve zkumavce po 1 min pii 11 000 otackach

14) pteneseni filtru do ¢isté finalni zkumavky

15) pfidani 100 pl BE pufru, nechat 1 min odstat a poté centrifugovat po 1 min
pfi 11 000 otackach

16) vyjmuti filtru, zavieni vi¢ka finalni zkumavky a ulozeni do mraziciho boxu

4.2.3 Kyvalita a kvantita izolované DNA

Vzorky sizolovanou DNA byly po extrakci hodnoceny  z hlediska
vysokomolekularniho pomoci gelové elektroforézy, ktera probihala pii laboratorni teploté
a konstantnim napéti 120V po dobu 60 minut v elektroforetické cele SubCell (BioRad).

Dale byly vzorky separovany v 1% agaré6zovém gelu, v prosttedi 1XxTBE pufru.
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Ziskané elektroforeogramy mohly byt digitalizovany diky syst¢ému GelDoc (BioRad)
a programu Quantity One (BioRad).

Kvantita a kvalita izolované DNA byla zjisténa metodou UV-spektrometrie za pomoci
pristroje NanoPhotometer (IMPLEN). Tento pfistroj zarovein u vzorki DNA vyhodnotil
poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230, které mohou slouzit pro detekci ptipadné
kontaminace organickymi slou¢eninami izolované DNA. U vSech extrahovanych vzorkt byla

genomicka DNA natfedéna na konstantni koncentraci 10 ng . ul’l X TE pufrem.

4.3 PCR-RFLP marker kauzalni mutace genu SOD1 vedouci k degenerativni

myelopatii u psa

4.3.1 Volba restrikéniho enzymu schopného rozliSit alely genu SOD1

Pii volbé restrikéniho enzymu, ktery bude schopen rozlisit alely genu SODI,

byl pouzit metodicky postup, ktery ve své praci uvadi Dujkova (2013).

4.3.2 Pouziti PRC-RFLP markeru kauzalni mutace genu SOD1

Pro amplifikaci byly pouzity primery, které publikovali Awano et al. (2009)
— SODIORIG F 3'AGTGGGCCTGTTGTGGTATCA5" a SODIORIG R
3'CTCCAAACTGATGGACGTGGAATS'.

Tabulka 2: SloZeni PCR reakce pro amplifikaci PRC-RFLP marker genu SOD1

Slozka Koncentrace
DNA 20ng. 12,5 ult
Tris-HCI 10 mM
KCI 50 mM
MqgCl, 1,5 mM
SOD1ORIG F 0,4 uM
SOD1ORIG R 0,4 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ug. 12,5 ult
Enhancer — TMA oxalat (Top Bio) 2mM
Taq polymeraza (Roche) 0,5U0.12,5 u'l
objem 12,5 ul
pH 8,3
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Pro amplifikaci byl pouZit termocykler C100™ Thermal Cycler (BioRad).

Faze amplifikace z hlediska teplotniho a ¢asového jsou popsany v dalsi tabulce.

Tabulka 3: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace PRC-RFLP markeru genu SOD1

Faze Teplota (°C) | Cas(s) | Poéet cykli
Uvodni denaturace 95 180 1
Denaturace 95 30 30
Annealing 60 40 30
Elongace 72 40 30
Zavérecna elongace 72 420 1

V nasledujici tabulce je uvedeno slozeni reak¢éni smési pro restrikéni Sté€peni.

Tabulka 4: Podminky restrikéniho $tépeni pro detekci polymorfismu genu SOD1

Slozka MnoZstvi (ul)
PCR produkt 5,15
10x pufr G (Fermentas) 1,20
0,5 mM SAM (Fermentas) 0,24
Eco571 (Acul) (Fermentas) 0,50
ddH,0 4,91

Restrikéni $t&peni probihalo po dobu 7 hodin pii teploté 37 °C v termocykleru C100™
Thermal Cycler (BioRad). Vlastni detekce polymorfismu byla poté provedena pomoci
agarozové gelové elektroforézy SubCell (BioRad). Déle byly fragmenty separovany v 5 %
agarézovém gelu v 1x TBE pufru po dobu 40 minut, pfi laboratorni teploté¢ a konstantnim
napéti 120V. Nasledovala vizualizace DNA fragmentil pomoci ethidiumbromidum.
Elektroforeogramy byly zaznamenany diky systému GelDoc (BioRad) a programu Quantity
One (BioRad).
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4.3.3 Pouziti sekvenénich primeru

Byla pouzita dvojice sekvencnich primer, kterou navrhla ve své praci
Dujkova (2013). Do oblasti pifed genem SOD1 byl navrzen sekvenacni primer
SOD1EX2SEKV F (3'TCAAGTCCATGTTCCTTCCAS"). Do oblasti prvniho intronu genu
SODL1 byl navrzen primer SOD1EX2SEKV R (3’ TTTGGCATGTTGAGGATTTTCS').

4.3.4 Podminky pro amplifikaci frasmentu genu SOD1 vymezeného k sekvenaci

V nasledujicich tabulkach jsou uvedeny podminky pro amplifika¢ni reakci.

Tabulka 5: Slozeni PCR reakce pro amplifikaci iseku SOD1 genu urceného k sekvenaci

Slozka Koncentrace
DNA 20ng. 12,5 ult
Tris-HCI 10 mM
KCI 50 mM
MqgCl, 1,5mM
SODI1EX2SEKV F 0,4 uM
SOD1EX2SEKV R 0,4 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ug. 12,5 ult
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2mM
Taq polymeraza (Roche) 0,5U0.12,5 p’l
objem 12,5 ul
pH 8,3

Pro amplifikaci byl pouzit termocykler C100™ Thermal Cycler (BioRad).

Faze amplifikace z hlediska teplotniho a ¢asového jsou popsany v nasledujici tabulce.

Tabulka 6: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace useku SOD1 genu ur¢eného k sekvenaci

Faze Teplota (°C) | Cas(s) | Pocet cykli
Uvodni denaturace 95 180 1
Denaturace 95 30 35
Annealing 60 40 35
Elongace 72 120 35
Zavéretna elongace 72 420 1
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4.4 Sekvenaéni analvza PCR-RFLP markeru kauzalni mutace senu SOD1

441 Gelova purifikace PCR produkti markeru genu SOD1

Gelova purifikace byla pouzita k vycisténi amplikonu od zbytkGi nukleotida
a od ptipadné vznikajicich dimerd primerq.

K tomuto ucelu bylo potieba ptipravit vyse popsanou PCR reakci o celkovém objemu
50 ul. Po dobu 50 minut byly produkty amplifikace separovany pii laboratorni teploté
a konstantnim napéti 120V v 1 % agar6zovém gelu v 1x TBE pufru. Dale byl PCR amplikon
vyfiznut pomoci sterilniho skalpelu a pienesen do sterilni polypropylenové zkumavky.
Pomoci MiniElute PCR Purification Kit (Qiagene) byla DNA ztohoto fragmentu
extrahovana. Extrakce byla provedena dle ndvodu vyrobce kitu. Ve findlni fazi bylo ziskano
100 pl vodného roztoku amplifikovaného fragmentu, ktery byl kvantifikovan za pouZziti
UV spektrofotometru, stejnou metodou jako tomu bylo u extrahované genomické DNA.

Takto o¢i§téné PCR produkty byly nafedény ddH,O na stalou koncentraci 5 ng . pl™.

4.4.2 Priprava vzorka k sekvenaci

Postup:

1) vyfiznuti DNA fragmentt z agar6zniho gelu Cistym ostrym skalpelem

2) vlozeni vytiznutych DNA fragmentt do zkumavek

3) piidani 3 objemu QG pufru na 1 objem gelu

4) inkubace vzorkl pfi 50 °C po 10 min., béhem této doby 2 — 3x vzorek promichat,
zahfivat a promichavat dokud se fragment DNA Vv gelu zcela nerozpusti
v roztoku

5) ptidani 1 objemu isopropanolu do zkumavek

6) prepipetovani obsahu zkumavek maximalné po 750 pl do filtra¢nich zkumavek,
centrifugovani po 1 min, znovupiepipetovani 750 pl roztoku a centrifugovani,
po kazdé centrifugaci odliti proteklé frakce a usuSeni zkumavky

7) pridani 500 pl QG pufru a centrifugovani po 1 min, odliti proteklé frakce
a osueni zkumavky

8) pfidani 750 ul PE pufru a centrifugovani po 1 min

9) centrifugovani filtri pro jejich vysuseni po dobu 1 min p#i 13 000 otackach

10) vyjmuti filtrti a jejich vloZeni do finalnich zkumavek
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11) ptidani 20 pl vody (pH 7,8) pfimo na filtry (do centra membrany), nechat 1 min
odstat a poté centrifugovani po 1 min

12) vyjmuti filtru z finalni zkumavky, ve které ztstava roztok obsahujici DNA

Pro kontrolu koncentrace DNA v roztoku vyuzijeme piistroj zvany Nanophotometr.

4.4.3 Priprava sekvenacni reakce

Pro sekvenaci PCR byl pouzit BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems).

V nasledujici tabulce je popsano slozeni jedné sekvenacni reakce.

Tabulka 7: Slozeni sekvenacni reakce pro studium mutaci genu SOD1

Slozka Objem Koncentrace
PCR produkt (5 ng . pl™) 4,0 ul 20 ng . 20 pl*
5x Sequencing Buffer (Applied Biosystems) 4,0 ul 1x
Primer F resp. R (1 pikomol . ul'l) 3,2 ul 3,2 pikomolt . 20 pl’l
Terminator Ready Reaction Mix (Applied
Biosystems) 2,0 ul 2ul.20 plt

4.4.4 Purifikace produktu sekvena¢ni reakce

K produktim sekvenac¢ni reakce, které mély objem 20 ul, bylo ptidano 2 ul roztoku
glykogenu (koncentrace 20 ng . pl™, Fermentas), 2 pl 3M octanu sodného a 50 pl 96 %
¢istého etanolu. Vznikly roztok byl promichan ve zkumavce a po dobu 15 minut inkubovan
pii laboratorni teploté.

Na zaklad€ odstifedivé sily byly usazené produkty amplifikace oddéleny béhem
30 minut pti 13200 otackach/min. Poté pomoci sterilni pipety byla tekutina vyskytujici se
nad srazeninou S$etrné odstranéna. Vznikly sediment, jenz obsahoval fragmenty DNA,
se nachazel na dn¢ zkumavky a dale byl proplachnut 250 ul 70 % ¢istého etanolu. Vzorky
byly opét odstfedény podobu 15 minut pii 13200 otackach/min. Poté byl jesté jednou
zopakovan proces oplachnuti etanolem.

Po odsati tekutiny byl vznikly sediment vysousen po dobu 45 minut pfi teploté 50 °C
ve vyhfatém bloku Bio TDB-120 (Biosan). Po Gplném vysuseni byla srazenina rozpus$téna

v 15 pl Hi-DI formamidu. Vzniklé vzorky byly déle denaturovany po dobu 5 minut pfi teplote
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95 °C v polypropylenovych stripech v termocykleru C1000TM Thermal Cycler (BioRad).
Vzorky po denaturaci byly ochlazeny na teplotu 0 °C a piipraveny pro vyhodnoceni za pouZziti

kapilarni elektroforézy.

4.45 Rozpoznani sekvenci pomoci kapilarni elektroforézy

Pro sekvenaci byl pouzit geneticky analyzator ABI PRIMS 310 Genetic Analyser
(Applied Biosystems).

V nasledujici tabulce jsou uvedeny podminky pro separaci na kapilarni elektroforéze.

Tabulka 8: Podminky kapilarni elektroforézy pii sekvenaci markeru genu SOD1

Parametry separace Multiplex
Délka kapilary (cm) 36
Modul PAStdSeq(1 ml)E
Polymer POP4
Virtualni filtr E
Doba nasttiku (s) 30
Napéti pti nastriku (kV) 1
Teplota pti separaci (°C) 50
Napéti pii separaci (kV) 11,3
Doba separace (min) 26

Sekvence markeru genu SOD1 byla automaticky zpracovana za pouziti programu
DNA Sequencing Analysis (Applied Biosystems).

4.4.6 Bioinformatické vyhodnoceni polymorfismu sekvenovaného markeru genu
SOD1
Pro porovnani sekvenci byl pouzit program BioEdit Version 7.0.9.0. (Hall, 1999).

Stejny program byl pouZzit pro predikci aminokyselinové sekvence v €asti proteinu

kdédovaného exonem 2.
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4.4.7 Genealogicka studie — sestaveni rodokmenu

Pro konstrukci rodokmenti byl pouzit program MyHeritage Family Tree Builder
(MyHeritage Ltd., Version 7.0.0.). U vsech jedinct s heterozygotni kombinaci alel N/DM byl
sestaven rodokmen na zakladé jejich prukazu pavodu. Pro grafické vyjadieni rodokmenti byla
pouzita metoda rodokmenti predki — vodorovny vyvod. Pro grafické vyjadieni
genealogického propojeni hodnocenych rodin rhodéskych ridgebackti byla pouzita metoda
blizkych rodin. Informace o dalSich generacich spole¢nych ptfedkt hodnocenych zvifat,
které¢ jiz nebyly uvedeny v prukazech puvodu, byly ziskdny na zaklad¢ dat mezindrodni
databaze rodokmend rhodéskych ridgebackl, ktera je volné kdispozici na adrese

http://www.rhodesian-ridgeback-pedigree.org/.
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5 VYSLEDKY

5.1 1Izolace genomické DNA a hodnoceni jeji kvantity a kvality

5.1.1 Testovani vysokomolekularity DNA

U vSech testovanych vzorkli izolované DNA byla pomoci agarézové gelové
elektroforézy potvrzena vysokomolekularni DNA. Na obrazku 6 je uveden elektroforeogram

vysokomolekularni genomické DNA.

Obrazek 6: Hodnoceni vysokomolekularity izolované¢ DNA

hodnocene vzorky DNA

3 - GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific)

Z obrazku je patrné, Ze u vSech vzorkli pfedstavovala izolovana DNA jasné
ohranieny fragment blizko startovaci jamky. Z obrazku jsou rovnéZz patrné rozdily
v mnozstvi DNA. Tyto rozdily byly zpisobeny tim, Ze jednotlivé vzorky odebirali rtzni
chovatelé, ktefi odebirali rizné intenzivné stéry bukalnich bunék. Dal$imi molekularnimi
analyzami, kterymi jsem se zabyvala v bakalaiské praci, bylo potvrzeno, Ze takto izolovana

DNA je bez problému pouzitelna pro detekci kauzalni mutace genu SOD1.
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5.1.2 Hodnoceni kvantity a kvality izolované DNA

Cilem bakalaiské prace nebyla optimalizace metod izolace DNA. Vychazela jsem
z piedpokladu, Zze pouzity izola¢ni kit je pifimo aplikovatelny na izolaci DNA z bukalnich
bunék. Ptesto bylo nutné u vSech vzorka provést kvantifikaci z diivodu nafedéni vSech vzorku
na jednotnou koncentraci (5 ng . pl™). Bylo zjidténo, Ze praimémé mnozstvi DNA izolované
Z jednoho cytologického kartdcku bylo 10200 ng. Variabilita vytéznosti DNA vyjadiena
varia¢nim koeficientem byla rovna 9,5 %. Spektrimfotometricka metoda byla pouzita rovnéz
pro hodnoceni ¢istoty DNA na zakladé parametrd A260/A280, ktery byl v priméru roven
1,95 a parametru A260/A230, ktery byl v priiméru roven 2,03. Hodnoty obou dvou parametrti

svedci o Cisté genomické DNA.

5.2 Detekce mutace genu SOD1 metodou PCR-RFLP

5.2.1 Amplifikace monomorfniho PCR produktu a ovéreni jeho velikosti

elektroforézou

Ziskané PCR produkty byly testovany agarézovou gelovou elektroforézou s cilem
ovérit, zda dvojice primert amplifikuje specificky produkt o velikosti 79 bp. Timto testem
bylo u vSech vzorku prokazano, Ze primery specificky ohranicuji hodnocenou sekvenci
v genomu psa. U vSech vzorkll byl amplifikovan vzdy jeden fragment a jeho velikost
odhadnuta na zakladé porovnani s velikostnim standardem odpovidala predpokladané

velikosti 79 bp. Vysledek tohoto testu je patrny z nésledujiciho obrazku.

Obrazek 7: PCR marker genu SOD1 pted restrikénim §tépeni

79bp

S - O'GeneRuler - 50bp DNA Ladder (Fermentas)
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5.2.2 Hodnoceni polymorfismu restrikénim Stépenim

Elektroforetickd separace v 5% agarézovém gelu byla pouzita pro ovéfeni
specificnosti restrikéniho Stépeni PCR produktu a soucasné byla piimo pouzita 1 jako
diagnostickd metoda pro detekci kauzalni mutace genu SOD1. Vysledky restrik¢niho Stépeni

u vybranych jedincti jsou uvedeny na nasledujicim obrazku.

Obrazek 8: PCR marker genu SOD1 po restrikénim $tépeni

1 - N/DM
2-N/MN
3-DM/DM
4-N/MN

5-NMN

S - O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Fermentas)

Z vyse uvedené¢ho obrazku je patrné, Ze u jedinci, ktefi nemaji mutaci genu SODI,
je PCR produkt o velikosti 79 bp kompletné rozstépen na dva fragmenty o velikosti 62 bp
al7 bp. Jedinec c¢islo 3, ktery je na obrazku 6 oznaCen jako DM/DM, je piedstavitel
ceskoslovenského vlcaka, ktery byl pouzit jako referencni genotyp s diagnostikovanymi
klinickymi pfiznaky onemocnéni degenerativni myelopatie (dale DM). Jedinec ¢islo 1,
ktery je oznaCen genotypem N/DM, piedstavuje heterozygota neboli pienaSece mutované
alely genu SOD1. U tohoto genotypu je na elektroforeogramu patrny fragment o velikosti
79 bp, ktery odpovidd nemutované alele. Druhd mutovana alela byla rozStépena na fragmenty

0 velikosti 62 bp a 17 bp.

5.2.3 Vysledky PCR-RFLP testu u modelové populace plemene rhodésky ridgeback

Metodicky postup, jehoz obecné vysledky byly patrné v pfedchazejicich kapitolach,
byl aplikovan na 74 zastupcti plemene rhodésky ridgeback chovanych v Ceské republice.
Blizsi charakteristika hodnocenych zvirat je uvedena v tabulce 1. V nasledujici tabulce

jsou uvedeny alelické kombinace genu SOD1.
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Tabulka 9: Prehled vysledki hodnocenych psu

Cczul N/DM CZU26 N/N CzU51 N/DM
Czu2 N/N Czuz27 N/N CzU52 N/N
Czu3 N/DM Czu?28 N/N CzuU53 N/N
Czu4 N/N CzuU29 N/N Czus4 N/DM
CzU5 N/N CZuU30 N/N CZU55 N/N
Czue6 N/N Czu31l N/N CzuU56 N/DM
Czu7 N/N CzZuU32 N/N CzUs57 N/N
Czus N/N CZU33 N/N CZU58 N/N
CZuU9 N/N CZU34 N/N CZU59 N/N
Czu10 N/N CZU35 N/N CZue0 N/N
Czull N/N CZU36 N/N czuel N/DM
CZU12 N/N CZu37 N/N CZue62 N/N
CzuU13 N/N CZU38 N/N CZue3 N/N
Czuil4 N/DM CZuU39 N/N Czue4 N/N
CzuUi5 N/N CZzu40 N/N CZzues N/N
CzuU1le N/DM Czu41 N/N Czue6 N/N
Czu17 N/N Czu4?2 N/N czue7 N/N
Czu18 N/DM Czu43 N/N Czues8 N/N
Czu19 N/N Czu44 N/N CZue6e9 N/N
CZzu20 N/N CZu45 N/N Czu70 N/N
Czuz21 N/N CZU46 N/N czurl N/N
Czu22 N/N Cczu4i N/DM CzUu72 N/N
Cczuz23 N/N CZu48 N/N CzuU73 N/N
Czuz24 N/N CZuU49 N/N Czu74 N/N
CZzuz25 N/N CZU50 N/N

Ztabulky 9 vyplyva, Ze zhodnocenych psi plemene rhodésky ridgeback je

13,5 % N/DM a 86,5 % je N/N.

Vzhledem k tomu, ze ve vzorku populace plemene rhodésky ridgeback nebyla zjisténa
alelickd kombinace DM/DM, je mozné konstatovat, ze hodnoceny vzorek populace
nemizeme povazovat za rovnovaznou populaci podle Hardy-Weinbergova zakona.

Z téchto diivodi nebylo provedeno populacné genetické vyhodnoceni frekvenci alel genu

SOD1.
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5.3 Sekvenacni analyza exonu 2 genu SOD1

5.3.1 Porovnani sekvenci exonu 2 u vybranvch zastupci plemene rhodésky

ridgeback

Sekvenacni analyzou bylo potvrzeno, ze referenéni zastupce plemene ceskoslovensky

vil¢ak s ptiznaky onemocnéni DM je ve skuteCnosti nositelem mutace genu SOD1
V homozygotni sestavé. U plemene rhodésky ridgeback byla sekvenace provedena u vSech
pst, kteti byli na zadkladé PCR-RFLP metody identifikovani jako pfenase¢i DM.
U vsech téchto jedinct byla sekvencni analyzou detekovana heterozygotni sestava N/DM.
Pro sekven¢ni analyzu byli pouziti i 4 jedinci plemene rhodésky ridgeback s negativnim
vysledkem PCR-RFLP testu a jeden zastupce cCeskoslovenskych vi¢ak s negativnim
vysledkem genetického testu provedeného v certifikované laboratofi. I u téchto psi byly
potvrzeny negativni vysledky sekvenacni analyzou. Na nasledujicich obrazcich

Jsou znazornény vyiezy chromatogramti v oblasti vyskytu kauzalni mutace genu SODL1.

Obrazek 9: Cast sekvence exonu 2 genu SOD1 s riiznymi kombinacemi alel

a) jedinec N/N

cas GG A A CCA T T ACA G GG C T G AC T A A G G C G A G C AT G G AT TOC CAC G T

ool

b) jedinec N/DM

cAa G G oA AC CAT T A CA GG G C T G ACT A A G G C G AGC AT GG AT T COCAC G T

oy ol

¢) jedinec DM/DM

CA G G A ACCA T TACGCA G GG CT G &CT A A G G C G A CGC AT G AT T C CACG T

et il
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Pomoci programu BioEdit Version 7.0.9.0. (Hall, 1999) bylo provedeno porovnani
vSech ziskanych sekvenci, které potvrdilo, ze v amplikonu o velikosti 300 bp byla zjisténa

pouze jedna jedind mutace, ktera je povazovana za kauzalni pro vznik onemocnéni DM.
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Obrazek 10: Sekvence exonu 2 u vybranych zastupcti plemene rhodésky ridgeback
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5.3.2 Porovnani aminokyselinové sekvence proteinu kédovaného exonem 2 u psu

s genotypem N/N a DM/DM

Sekvence amplikont, které jsou uvedeny na obrazku 7, byly pouzity jako vstupni data
pro program BioEdit Version 7.0.9.0. (Hall, 1999), pomoci kterého byla simulovana translace.
Vysledné sekvence aminokyselin u jedince, ktery mé ob¢ alely nemutované a u jedince,

ktery ma ob¢ alely mutované, jsou uvedeny v nasledujici ¢asti prace.

Genotyp N/N

1 GGAAGT GGG CCT GTT GTG GTATCA GGA ACC ATT ACA GGG CTG ACT 45
1 Gly Ser Gly Pro Vval Val Val Ser Gly Thr lle Thr Gly Leu Thr 15

46 GAA GGC GAG CAT GGATTC CAC GTC CAT CAG TTT GGA GAT AAT ACA 90
16 Glu Gly Glu His Gly Phe His Val His GIn Phe Gly Asp Asn Thr 30

91 CAA 93
31 Gin

Genotyp DM/DM

1 GGAAGT GGG CCT GTT GTG GTA TCA GGA ACC ATT ACA GGG CTG ACT 45
1 Gly Ser Gly Pro Val vVal Val Ser Gly Thr lle Thr Gly Leu Thr 15

46 AAA GGC GAG CAT GGATTC CAC GTC CAT CAG TTT GGA GAT AAT ACA 90
16 Lys Gly Glu His Gly Phe His Val His GIn Phe Gly Asp Asn Thr 30

91 CAA 93
31 GIn

Z porovnani sekvenci vyplyva, Ze exon 2 téchto dvou jedinct se 1iSi substituci G a A
vedouci k zaméné aminokyseliny Glu za Lys. I tento vysledek je v naprostém souladu

s védeckymi publikacemi zaméfenymi na studium genetickych pfi¢in vzniku DM u pst.

5.4 Genealogicka studie prenasSe¢u degenerativni myelopatie u modelové populace

plemene rhodésky ridgeback

5.4.1 Sestaveni rodokmenu nalezenych prenasecua

Bakalatska prace je postavena na védecké hypotéze, Ze nositelé mutované alely genu
SOD1 byli do Ceské republiky importovani ze zahrani¢i. Z téchto déivodi byly jednotlivé

rodokmeny nalezenych pfenaseci mutace genu SOD1 zpracovany pomoci programu

46



MyHeritage Family Tree Builder (MyHeritage Ltd., Version 7.0.0.). Cilem této Casti prace
bylo propojeni jednotlivych rodokment, které by teoreticky mohlo napomoci pii hledani

spolecnych piedkili — potencialnich nositeltt mutované alely genu SOD1.

Na nasledujicich obrazcich jsou uvedeny vystupy tohoto programu,
které charakterizuji hodnocené rodiny identifikovanych pienasecii v ramci Ceské populace

rhodéskych ridgeback.

Obrazek 11: Pfedkové hodnocenych pstt CZU1, CZU18 a CZU47

7' 1-teor. N/N

75
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72

7 8 -CZU1 N/DM

|00 000 g

76 - CZU18 N/DM ' 23 - teor. N/N
' 77 - CZU47 N/DM

3 16 - teor. NIDM

! 64 - teor. N/DM
7 66 -teor. N/N

7 20 - teor. N/DM

37 -teor. NIDM

7 18 -teor. N/N

7 2 -teor. N'DM

7 5-teor. NIN

27

010 0
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Obrazek 12: Predkové hodnocenych psi CZU16 a CZU54
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Obrazek 13: Predkové hodnocenych psit CZUS51 a CZUS6
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Obrazek 14: Predkové hodnoceného psa CZU3
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Obrazek 15: Predkové hodnoceného psa CZU14
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Obrazek 16: Predkové hodnoceného psa CZU61

16 - teor. N'IDM
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J 111 - teor. N/DM

7 112 - teor. NIN
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7 110 - teor. NIN

Z vyse uvedenych obrazkl vyplyva, Ze ptenaSece mutované alely genu SOD1 nalezené

V hodnocené populaci je mozné rozdélit do 6 rodin.
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5.4.2 Vyhodnoceni blizkvch rodin nalezenvch prenasecu a nalezeni teoretickvch

zdroju mutované alely geni SOD1

Pro propojeni rodokmeni uvedenych v pfedchozi kapitole byla pouzita funkce
vytvafeni blizkych rodin, ktera je soucasti programu MyHeritage Family Tree Builder
(MyHeritage Ltd., Version 7.0.0.). Vystupy programu jsou znazornény na nasledujicich

obrazcich, které odpovidaji propojeni nalezenych 6 rodin.

Obrazek 17: Blizka rodina hodnocenych pst CZU16, CZU54, CZU1, CZU18, CZU47, CZU3
aCzul4
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Obrazek 18: Blizka rodina hodnocenych pst CZUS51 a CZUS56
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Obrazek 19: Blizka rodina hodnoceného psa CZU61
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Z ptedchozich obrazkl 11 az 19 je patrné, Ze vSechny rodiny maji minimalné jednoho
spolecného predka (na obrazcich pod Cislem 64), ktery je teoreticky heterozygotem N/DM
tedy pienaSeCem DM.
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6 DISKUSE

6.1 Volba plemene rhodéskyv ridgeback pro studium genetickych pri¢in DM

Pti feSeni bakalatské prace jsem vychazela ze zkusSenosti katedry genetiky a Slechténi
FAPPZ s identifikaci kauzalni mutace genu SOD1 u plemene ¢eskoslovensky vi¢ak. Cesky
klub rhodéskych ridgebacktli projevil zdjem o testovani vybranych jedincti populace tohoto
plemene z hlediska vyskytu kauzalni mutace genu SOD1. Ze studia védecké literatury jsem
zjistila, ze Awano et al. (2009) uvadi, ze rhodésky ridgeback je povazovan za plemeno S vyssi
frekvenci vyskytu studované kauzalni mutace. Z tohoto divodu je mozné povazovat toto
plemeno jako dalsi modelovou populaci pro studium genetickych pri¢in DM. Jsem si védoma,
ze 74 hodnocenych jedinci zcela jisté neptedstavuje Uplnou populaci tohoto plemene
chovanou v Ceské republice. Hodnoceny podet psti vychazel z ochoty jednotlivych chovateld

poskytnout vzorky pro anonymni testovani.

6.2 Izolace DNA a hodnoceni jeji kvality a kvantity

Metoda PCR je vSeobecné chapana jako technika, kterd nevykazuje velké naroky na
kvantitu izolované DNA (Griffin and Griffin, 1994; Innis et al., 1990). Pfesto jsem se pfi
feSeni bakalarské prace snaZzila postupovat pii izolaci tak, aby izolovanad DNA byla ziskdna ve
velkém mnoZstvi a soucasné spliiovala pozadované parametry vysokomolekularity a Cistoty.
Metody izolace DNA jsou podle aktualni védeckych publikaci povazovany za zcela rutinni
laboratorni techniky, a proto fada autorti neuvadi ani vychozi biologicky material ani zplisob
izolace DNA. Pfi feSeni bakalafské prace jsem zvolila izolaci DNA pomoci komeréné
vyrabéného kitu NucleoSpin® Tissue XS (Machery-Nagel). Domnivam se, Ze mezi
jednozna¢né vyhody izolace genomické DNA za pomoci kitu patii naprosta stabilita
podminek béhem izolace, rychlost izolace a konstantni vlastnosti izolované DNA. Napiiklad
Green et al. (2002), ktery se jako prvni vénoval vyzkumu mutaci genu SOD1 u pst,
nepopisuje zpisob ziskani genomické DNA. Rovnéz Wininger et al. (2011), ktefi
charakterizovali mutaci genu SOD1 u plemene bernsky salasnicky pes, neuvadi zpusob
izolace DNA. Awano et al. (2009) uvadi, ze DNA pouzitd pro analyzy pst s ptiznaky DM

pochazela ze sbirek izolované DNA.

V soucasné dob¢ existuje velké mnozstvi firem, které vyrab&ji kity urené piimo

kizolaci zivoc¢isné DNA zruznych typt biologického materialu. Pti studiu literatury
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zabyvajici se problematikou genetické detekce mutaci genu SOD1 u pst jsem zjistila, Ze
zadny z autor nepouzival kit NucleoSpin® Tissue XS (Machery-Nagel). Lze piedpokladat,
ze rizné typy vyrobcl vyuzivaji velice obdobné postupy u jednotlivych kolonkovych kitt.
Izolaci DNA kitem QIAamp (Qiagen) u psu popisuji napiiklad Ito et al. (2004). Jiny typ kitu
— Isoquick extraction kit (Orca Research Inc.) pouzili pro izolaci DNA u psovitych Selem Vila
et al. (2003).

Jako vychozi biologicky material pro izolaci DNA jsem pfii feSeni bakalarské prace
pouzila bukalni stéry ziskané pomoci cytologického kartacku. Volba tohoto vychoziho
materidlu vychazela z pozadavkl chovatelit hodnocenych pst. Ve vétSiné piipada vzorky
odebirali samotni chovatelé. Tento zplsob odbéru vychoziho biologického materialu je
mozné oznacit jako neinvazivni metodu (Beja-Pereira et al, 2009), kterou na rozdil od odbéru
vzorku krve nemusi provadét veterinarni 1ékat. Odbér bukalnich vzorkd pomoci kartackda, dle
mého nazoru, hodnocené psy nestresuje. Odbér buné¢k bukalnich sliznic pro izolaci DNA
urcené k riznym genetickym analyzam popisuji napiiklad Niimi et al. (2001), Schmutz et al.
(2003) nebo Ito et al. (2004).

V bakalatskeé praci jsem neprovadéla cilené statistické vyhodnoceni variability kvality
a kvantity izolované DNA. Ptesto z vysledkli primérnych vytéZznosti DNA a parametrii
Cistoty A260/A280 a A260/A230 vyplyva, ze tyto parametry odpovidaji vysoce Cisté
genomické DNA. Hodnoty téchto parametra se shoduji s udaji, kterymi izolovanou DNA bez
kontaminaci proteiny a sacharidy charakterizuji napiiklad Glasel (1995) a Wilfinger et al.
(1997).

6.3 Detekce kauzdlni mutace SOD1 genu u plemene rhodésky ridseback pomoci

sekvenace

Sekvenace PCR produktu je v soucasné dobé standartni postup detekce mutaci typu
substituce. Masivni pouzivani této metody vyplyvd zejména z vyrazné¢ho zlevnéni a
komercionalizace sekvenci. Pfi feSeni bakalairské prace jsem zvolila tuto metodu identifikace
kauzalni mutace genu SOD1 znasledujiciho divodu. Plemeno rhodésky ridgeback
predstavovalo nové, doposud nehodnocené plemeno psa na katedie genetiky a Slechténi.
Awano et al. (2009) sice uvadi, ze u tohoto plemene se DM miiZze vyskytovat s vyssi
frekvenci, ale souCasn¢ nepodavaji informace o tom, ktera konkrétni mutace v exonovych

castech genu SOD1 je u tohoto plemene mutaci kauzalni. Pfi feSeni prace jsem vychazela
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z hypotézy, ze rovnéz u plemene rhodésky ridgeback se bude jednat o identickou mutaci jako
u psi, které hodnotili Awano et al. (2009) nebo Green et al. (2002). Tato hypotéza vsak
nemusela byt potvrzena, protoze napiiklad Wininger et al. (2011) uvadi u plemene bernsky
salasnicky pes zcela jinou kauzalni mutaci, ktera vede ke stejnému fenotypovému projevu —
DM. Z téchto diivodl jsem pouzila sekvenacni techniku pro jednoznac¢né odhaleni, zdali se
vexonu 2 genu SOD1 nachdzi identickd kauzalni mutace popsand Green et al. (2002) a
Awano et al. (2009).

Pti realizovanych experimentech jsem vychazela z predpokladu, Ze existuje znacna
sekvencni homologie mezi riznymi plemeny pst. Proto jsem u plemene rhodésky ridgeback
pouzila dvojici sekvencénich primert, kterou navrhla Dujkova (2013). Z vysledkti amplifikace
vyplynulo, Ze primery umoznily amplifikaci specifick¢ého fragmentu o velikosti 300 bp.
Velikost tohoto fragmentu byla jednoznaéné prokazana sekvenci — obrazek 10. Do svych
experimentl jsem zdmérné zatfadila jako kontrolni genotypy jedince plemene ¢eskoslovensky
vicak, u kterych byli veterinarnimi lékati diagnostikovany piiznaky DM a jedince, u kterych
byl certifikovanou genetickou laboratofi potvrzeny genotyp N/N, N/DM a DM/DM.
Dlvodem zatfazeni téchto referencnich genotypli byla skutecnost, ze u plemene rhodésky
ridgeback nejsou dostupné informace o tom, e v Ceské republice veterinarni 1ékaii
diagnostikovali jedince s pfiznaky DM. U né&kterych chovateli rhodéského ridgebacka
vzniklo podezieni, Ze v Ceské republice se mohou vyskytovat jedinci — pienasedi (N/DM),

protoze v zahrani¢nich chovech byli jiz jedinci s onemocnénim DM potvrzeni.

Ze sekvenacni analyzy jednoznaéné vyplyva, Ze i u plemene rhodésky ridgeback byla
identifikovana zcela identicka mutace v exonu 2 genu SOD1, kterou popsali Green et al.
(2002) a Awano et al. (2009) u riznych plemen a kiizenct pst. Jedna se o identickou mutaci,
kterou identifikovala u plemene Ceskoslovensky vi¢ak Dujkova (2013). Ziskana sekvenéni
data odpovidajici exonu 2 genu SOD1 byla pouzita pro simulaci translace. Aminokyselinové
sekvence kodovaného polypeptidového fetézce uvedené v kapitole 5.3.2. podavaji jasny
dikaz, ze identifikovana mutace miize teoreticky i u rhodéskych ridgebacki vést ke zméné
proteinu. Zaménu aminokyseliny Glu za aminokyselinu Lys Vv této Casti proteinu popisuji u
pst postizenych DM Green et al. (2002), Awano et al. (2009) a Shelton et al. (2012). Zdmérné
uvadim v predchozi vété slovo teoreticky, protoze Zadny z hodnocenych zastupct plemene
rhodésky ridgeback nebyl z hlediska studované mutace homozygot. Z vysledki této ¢asti

prace vyplyva, ze vyslovena hypotéza byla potvrzena — u plemene rhodésky ridgeback byla
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identifikovana identickd mutace genu SOD1 jako u plemene ¢eskoslovensky vi¢ak a dalSich

plemen.

6.4 Detekce kauzalni mutace SOD1 genu u plemene rhodéskv ridgeback pomoci

PCR-RFLP

Z ptedchozi kapitoly diskuse vyplyva, Ze sekvenacni analyza jednoznacné potvrdila
identitu mutace genu SOD1 u rhodéskych ridgebacka s kauzalni mutaci popsanou Awano et
al. (2009) a Green et al. (2002). Z téchto divodu jsem mohla pii feSeni bakalaiské prace
pokracovat podle metodického postupu PCR-RFLP detekce této mutace. Zvolila jsem dvojici
primerd, kterou publikovali Awano et al. (2009), ktera umoznuje amplifikovat PCR produkt o
velikosti 79 bp. Pii detekci mutace genu SOD1 jsem zvolila shodny restrikéni enzym Eco571.
Tento enzym ve svych experimentech pouzili u riznych plemen psu naptiklad Awano et al.
(2009) a Dujkova (2013). Restrikéni enzym Eco571 vyrabény firmou Fermentas se ukazal
jako spolehlivy, dokazal specificky §tépit PCR amplikon o velikosti 79 bp na fragmenty o
velikostech 62 bp a 17 bp. Tento zavér byl podlozen na zakladé porovnani vysledka
sekvenace a restrikéniho Stépeni, tim byla potvrzena dal§i hypotéza bakalaiské prace, ze
restrikéni endonukledza je schopna specificky identifikovat sekvenci v amplifikovaném PCR

produktu a tim identifikovat jednotlivé kombinace alel genu SOD1.

6.5 Frekvence vyskytu mutované alely gsenu SOD1 u plemene rhodésky ridgeback

Jiz v Gvodu diskuse jsem se zminila, o tom ze 74 hodnocenych jedinct zcela jisté

neodpovida uplné populaci plemene rhodésky ridgeback.

Pocet pst pouzitych pro molekularni analyzy je u jednotlivych autorti rzny.
Napiiklad Awano et al. (2009) uvadi, ze hodnotil celkem 157 némeckych boxerd, 53
chesapeake bay retrivr, 120 némeckych ovéaki, 67 welsh corgi pembroke a 40 rhodéskych

ridgebackl.

Pocet pstt hodnocenych v bakalaiské praci vyplyval z ochoty chovateli a majitela pst
poskytnout chované jedince pro genetické analyzy. Z vysledkti prezentovanych v tabulce 9
bylo zjisténo, ze z celkového poctu 74 jedinct bylo 10 pfenasect (N/DM) a 64 nemutovanych
jedinct (N/N). Frekvence vyskytu heterozygotnich ptenasect odpovidala 13,5 % a frekvence

nemutovanych jedinct byla rovna 86,5 %. Awano et al. (2009) provedli rovnéz vyhodnoceni

59



frekvenci jednotlivych genotypti u plemene rhodésky ridgeback. Zjistili, ze frekvence
homozygotnich mutovanych jedinci (DM/DM) byla rovna 10 %. Frekvence heterozygotl
byla rovna 37,5 % a frekvence nemutovanych homozygott byla rovna 52,5 %. Z porovnani
vysledkil ziskanych pfi feSeni bakalarské prace s udaji, které publikovali Awano et al. (2009)
vyplyva, ze v hodnoceném vzorku Ceské populace se nevyskytl zadny jedince s homozygotni
kombinaci mutovanych alel (DM/DM). Rovnéz frekvence heterozygotnich pienasect (N/DM)

ve vzorku ¢eské populace byla 0 27,5 % nizsi oproti populaci hodnocené Awano et al. (2009).

Pfi¢iny téchto rozdili je mozné hledat ziejmé v pivodu populaci, které byly
hodnoceny. Vzhledem k tomu, ze Awano et al. (2009) provadéli tento vyzkum na univerzité
v Missouri v USA, lze predpokladat, ze v jejich piipadé se jednalo o americkou populaci
plemene rhodésky ridgeback. Z vysledki téchto autorti vyplyva, Ze frekvence mutované alely
genu SOD1 je vtéto populaci vyrazné vyssi. Z frekvenci jednotlivych genotypi
identifikovanych v této americké populaci bylo mozné vypocitat, ze frekvence mutované alely
genu SOD1 dosahla hodnoty 28,75 %. Naopak ve vzorku ceské populace hodnocené
v bakalatské praci byla frekvence mutované alely pouze 6,76 %. Zjistény rozdil ve frekvenci
mutované alely muize byt, dle mého nazoru, zplsobeny oddélenim téchto dvou populaci,
relativné malou cetnosti importi chovnych zvifat poptipadé rlznou intenzitou kiiZeni.
Ziskané vysledky, které prokézaly existenci heterozygoti N/DM, potvrzuji i dalsi hypotézu
bakalaiské prace, ktera vychdzi zuritych obav chovatelli, Ze v disledku importu

zahrani¢nich chovnych jedincii se do Ceské republiky dostala i mutovana alela genu SOD1.

6.6 Analvza rodokmenu a vvhledani potencionalniho zdroje mutované alely genu

SOD1 u plemene rhodésky ridgseback

Rodokmeny jsme ziskali od majitelt rhodéskych ridgebacku, diky ochoté poskytnout
informace o jejich psech a informace o dalSich generacich spoleénych ptedkt hodnocenych
zvirtat, které jiz nebyly uvedeny v priikazech ptivodu, jsme ziskali na zakladé dat mezinarodni
databaze rodokment rhodéskych ridgebackli, ktera je voln¢ k dispozici na adrese

http://www.rhodesian-ridgeback-pedigree.org/.
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Pro zptehlednéni byly rodokmeny vytvofeny v programu pro tvorbu rodokmenti
MyHeritage Family Tree Builder (MyHeritage Ltd., Version 7.0.0.). Tyto rodokmeny byly
nasledné pouzity pro vyhledani potencionalniho zdroje mutované alely genu SOD1 u plemene
rhodésky ridgeback. Po dukladném prostudovani rodokmenti vSech hodnocenych pst, jako
I jejich predkd, jsme nalezli spole¢ného piedka, ktery se zda byti potencionalnim zdrojem
mutované alely genu SOD1 a tedy moznym pienaseem mutované alely do nasledujicich

generaci.

Pomoci metody rodokment jsme tedy objevili potencionalni zdroj mutované alely
u ptedka spolecného pro vSechny hodnocené psy V této bakalafské praci. Tento zplsob
vyhledani je ojedinély v ramci spektra autori zabyvajici se danou tématikou. Nejvice
podobny zpusob vyhledavéani potencionalniho zdroje mutované alely genu SOD1 byl pouzit
Vv ramci prace Green et al. (2002), ktefi zmapovali gen SOD1 a tim identifikovali mutaci
v exonu 2 genu SOD1, kterd ma za nasledek onemocnéni degenerativni myelopatie u pst

postizenych touto mutaci.
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7 ZAVER

V tivodu prace byly vytyceny védecké hypotézy, na kterych bylo postaveno feseni celé

bakalarské prace. V zavéru mohu konstatovat, ze vSechny tyto hypotézy byly potvrzeny

a mizeme je povazovat za platné.

Ziskané vysledky je mozné stru¢né shrnout do nasledujicich bodii:

>

Byla navazana spoluprace s Ceskym klubem rhodéskych ridgebackil.

Mezi chovateli byl zijem o anonymni testovani psi z hlediska kandidatni
mutace genu SOD1.

Celkem bylo otestovano 74 zastupci plemene rhodésky ridgeback chovanych

v Ceské republice. Ziskané vysledky byly pfedany individualné chovatelam.
Izolace DNA z bukalnich sliznic pomoci komer¢né vyrabéného kitu se ukazala
jako vhodna pro nasledné molekularni analyzy. Jeji vysokomolekularity
I Cistota byly vhodné pro aplikaci metody PCR-RFLP.

Dvojice primerd, které navrhli Awano et al. (2009) se ukazaly jako vhodné pro
amplifikaci PCR produktu o velikosti 79 bp. Restrikéni enzym Eco571 dokazal
spolehlivé rozlisit alelické varianty genu SOD1.

Sekvenacni analyzou bylo potvrzeno, Ze u plemene rhodésky ridgeback se
vyskytuje mutace genu SOD1:¢.118G > A.

Zhodnoceni vzorki populace rhodéskych ridgebackti chovanych v Ceské
republice vyplynulo, Zze ani jeden ze psi neni z hlediska této mutace
homozygotni. Bylo nalezeno 10 heterozygotnich pienasect (13,5 %).

Na zakladé informaci chovatell jsem pfedpokladala, Ze vyskyt mutované alely
genu SOD1 v Ceské republice je zplisoben importem zahraniénich psi. Na
zakladé studia rodokmend identifikovanych pienasecii se podafilo tyto
rodokmeny propojit a vyhledat spolecného zahrani¢niho ptedka, ktery muize

byt hypotetickym piivodcem mutované alely genu SOD1.

Doporuceni pro chovatele

Genetické testy na degenerativni myelopatii nejsou u plemene rhodésky ridgeback

povinné pro uchovnéni jedincl. Genetické testy jsou dobrovolné a zdlezi na zodpoveédnosti

jednotlivych chovatelt. Ziskané vysledky byly pfedany poradkyni chovu a lze predpokladat,

Ze budou pfinosem pro eliminace mutované alely z plemene rhodésky ridgeback. Z feSeni

62



bakalarské prace vyplyva, ze existuje spolehlivd molekularni metoda, ktera umoziuje
spolehlivé identifikovat zdravé jedince, nemocné jedince i prenaSece.

Vzhledem k tomu, ze mutace genu SOD1:¢c.118G > A vykazuje recesivni dédi¢nost,
jepro chovatele dulezité mit piehled o pienaSeCich — heterozygotech, u kterych se
degenerativni myelopatie neprojevi. Domnivam se, Ze rozumnym zpisobem, jak vyuzit
ziskané vysledky o genotypizaci psu, které by vyrazn€ nesnizilo rozsah efektivni populace,
je kiizit mezi sebou dva zdravé jedince, ktefi nejsou pienaSeci. Pti pouziti jednoho z rodicu,
ktery je prenaseCem degenerativni myelopatie, volit druhého rodiCe, ktery bude zdravy
homozygot nesouci obé nemutované alely genu SOD1. Z takovéhoto rodic¢ovského spojeni se
narodi 50 % prenasect a 50 % zdravych jedinci, kteti nejsou prenaseci. Teoreticky se vSak
nenarodi zadny potomek, ktery by byl z hlediska mutace genu SOD1 homozygot a tudiz

S vysokym rizikem vzniku onemocnéni degenerativni myelopatie.

63



8 SEZNAM LITERATURY

Alberts, B., Bray, D., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P. 1998. Zaklady
buné&&né biologie. Espero Publishing. Usti nad Labem. 740 s. ISBN 80-902906-2-0.

Awano, T., Johnson, G. S., Wade, C. M., Katz, M. L., Johnson, G. C., Taylor, J. F., Perloski,
M., Biagi, T., Baranowska, 1., Long, S., March, P. A., Olby, N. J., Shelton, G. D., Khan, S.,
O’Brien, D. P., Lindblad-Toh, K., Coates, J. R. 2009 Genome-wide association analysis
reveals a SOD1 mutation in canine degenerative myelopathy that resembles amyotrophic
lateral sclerosis. PNAS. 106 (8). 2794 — 2799.

Bartuiikova, J. et al.: VySetfovaci metody v imunologii. Grada Publishing. Praha. 2005. 176 s.
ISBN 80-247-0691-1.

Beja-Pereira, A., Oliveira, R., Alves, P. C., Schwartz, M. K., Luikart, G. 2009. Advancing
Ecological understandings through technological transformations in noninvasive genetics.
Molecular Ecology Resources. 9 (5). 1279 — 1301.

Carlson, S.: Rhodésky ridgeback. Ottovo nakladatelstvi. Praha. 1999. 96 s. ISBN 80-7181-
280-3.

Coates, J. R., Lindblad-Toh, K., Wade, C., Johnson, G. S. 2009. Prediction and diagnosis of
canine degenerative myelopathy. United States Patent Application Publication. Pub. No. US

2009/0239225. 4. 2. 2009.

Dostal, J.: Genetika a §lechténi plemen psti. Dona. Ceské Budé&jovice. 2007. 261 s. ISBN 987-
80-7322-104-1.

Glasel, J. A. 1995. Validity of nucleic acid purities monitored by 260nm/280nm absorbance
ratios. Biotechniques. 18 (1). 62 — 63.

64



Glick, B. R., Thompson, J. E.: Methods in plant molecular biology and biotechnology. CRC
Press. London. Tokyo. 1993. ISBN: 0849351642.

Green, S. L., Tolwani, R. J., Varma, S., Quignon, P., Galibert, F., Cork, L. C. 2002. Structure,
chromosomal location, and analysis of the canine Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) gene.
Journal of Heredity. 93 (2). 119 — 124.

Griffin, H. G., Griffin, A. M.: PCR Technology — Current Innovation. CRC Press. London.
1994. 370 s. ISBN: 0-8493-8674-8.

Hall, T. A. 1999. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and analysis
program for Windows 95/98/NT. Nucl. Acids. Symp. Ser. 41: 95 — 98.

Henry, R. J.: Practical applications of plant molecular biology. Chapman & Hall. London.
1997. ISBN: 0412732203.

Chamberlainova, A.: Rhodésky ridgeback. Fortuna Print. Praha. 2002. 158 s. ISBN 80-7321-
005-3.

Innis, M. A., Gelfand, D. H.: Optimization of PCRs. In: Innis, M. A., Gelfand, D. H.,
Sninsky, J. J., White, T. J. (ed.): PCR protocols: A guide to methods and applications, New
York, academic Press, Inc., 1990, 482 s. ISBN 0123-721814.

Ito, H., Nara, H., Inoue-Murayama, M., Shimada, M. K., Koshimura, A., Ueda, Y., Kitagawa,
H., Takeuchi, Y., Mori, Y., Murayama, Y., Morita, M., lwasaki, T., Ota, K., Tanabe, Y., Ito,
S. 2004. Allele Frequency Distribution of the Canine Dopamine Receptor DR Gene Exon Il
and | in 23 Breeds. Journal of Veterinary Medical Science. 66 (7). 815 — 820.

Jilek, P.: Zéklady imunologie. Anyway. Praha. 2008. 77 s. ISBN 978-80-254-2422-3.

Kramerova, E. M.: 250 plemen psti. Euromedia Group. Praha. 2010. 287 s. ISBN 978-80-242-
2651-4.

65



Lewis, P. R., Schneider, N. A. 2001. Amyotrophic lateral sclerosis. The New England Journal
of Medicine. 344 (22). 1688 — 1700.

March, P. A., Coates, J. R., Ab\ad, R. J., Williams, D. A., O'Brien, D. P., Olby, N. J.,
Keating, J. H., Oglesbee, M. 2009. Degenerative myelopathy in 18 Pembroke Welsh Corgi
dogs. Veterinary Pathology. 46 (2). 241 — 250.

McCord, J. M., Fridowich, I. 1969. Superoxide Dismutase, an enzymic fiction for
erythrocuprein (hemocuprein). The Journal of Biological Chemistry. 244 (22). 6049 — 6055.

MyHeritage Ltd. Version 7.0.0. Copyright © 2006 - 2014. Dostupné z

<http://www.myheritage.com>.

Niimi, Y., Inoue-Murayama, M., Kato, k., Matsuura, N., Murayama, Y., Ito, S., Momoi, Y.,
Konno, K., Ilwasaki, T. 2001. Breed differences in allele frequency of the dopamine rexeptor
D4 gene in dogs. Zhe Journal of Heredity. 92 (5). 433 — 436.

Pavlik, M. E. 1999. Molekularné¢ biologické techniky pro mikrobiologickou diagnostiku —
¢ast 3. Labor aktuell CS. Praha. 2. 22 — 25.

Sambrook, J., Maniatis, T., Fritsch, E. F. 1989. Molecular Cloning. A Laboratory manual.
Cold Spring Harbour Laboratory Press. New York. p. 545. ISBN: 0879693096.

Shelton, G. D., Johnson, G. C., O'Brien, D. P., Katz, M. L., Pesayco, J. P., Chang, B. J.,
Mizisin, A. P., Coates, J. R. 2012. Degenerative myelopathy associated with a missense
mutation in the superoxide dismutase 1 (SOD1) gene progesses to peripheral neuropathy in
Pembroke Welsh Corgis and Boxers. Journal of the Neurological Sciences. 318 (1 — 2). 55 —
64.

Schmutz, S. M., Berryere, T. G., Ellinwood, N. M., Kerns, J. A., Barsh, G. D. 2003. MC1R
studies in dogs with melanistic masko r brindle patternd. Journal of Heredity. 94 (1). 69 — 73.

66



Vila, C., Walker, C., Sundqvist, A. K., Flagstad, @., Andersone, Z., Casulli, A., Kojota, 1.,
Valdmann, H., Halverson, J., Ellegren, H. 2003. Combinated use of maternal, paternal and
bi-parental genetic markers for the identification of wolf-dog hybrids. Heredity. 90 (1). 17 —
24.

Wilfinger, W. W., Mackey, K., Chomczynski, P. 1997. Effect of pH and ionic strength on the

spectro-photometric assessment of nucleic acid purity. Biotechniques. 22 (3). 474 — 481.

Wininger, F. A., Zeng, R., Johnson, G. S., Katz, M. L., Johnson, G. C., Bush, W. W., Jarboe,
J. M., Coates, J. R. 2011. Degenerative Myelopathy in a Bernese Mountain Dog with a Novel
SOD1 Missens Mutation. Journal of Veterinary Internal Medicine. 25 (5). 1166 — 1170.

Zelko, 1. N., Mariani, T. J., Folz, R. J. 2002. Superoxid dismutase multigene family: A
comparison of the Cuze-SOD (SOD1), Mn-SOD (SOD2), and EC-SOD (SOD3) gene
structures, evolution, and expression. Free Radial Biology & Medicine. 33 (3). 337 — 349.

http://bilogie-v-kostce.blogspot.cz. [online] 2011 [cit. 2014 - 02 — 13] Dostupné
z <http://biologie-v-kostce.blogspot.cz/2011/05/58-restrikcni-nukleazy-vyznam-v-

genovem.html>

http://opvk2011.ptacisvet.cz. [online] 2011 [cit. 2014 - 02 - 13]. Dostupné
z <http://opvk2011.ptacisvet.cz/?title=popis_metod-gelova_elektroforeza&lang=cz>

www.ckrr.cz.  [online] 10. 07. 2013 [cit. 2014 - 01 - 27]. Dostupné

z <http://lwww.ckrr.cz/index.php/chov-rr/zdravi-a-genetika/1856-dermoid-sinus>

67



9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ALS

bp
ddH,0
dsDNA
cDNA
CFA31
DM
DM/DM
DNA
dNTP
Ensembl
FCI
hSOD1m
LMN
Mb
MRNA

NCBI

N/DM
N/N
OFA
PCR

RFLP

Amyotroficka lateralni skler6za

Pary bazi molekuly DNA

Dvakrat dionizovana H,O

Dvoufetézcova DNA

DNA vznikla reverzni transkriptazou z molekuly mRNA
Chromozom 31 psa domaciho

Degenerativni myelopatie

Homozygotni jedinec, ktery ma ob¢ alely mutované
Deoxyribonukleotidova kyselina

Deoxynukleotid trifosfat

Mezinarodni nukleotidova databaze

Mezinarodni kynologicka federace (Fédération Cynologique Internationale)
Varianta genu SOD1 vyskytujici se u hlodavci

Dolni motorické nervy

Miliony parh bazi

Mediatorova ribonukleova kyselina

Nukleotidova databaze mezinarodniho centra pro biotechnologické informace

(National Center for Biotechnology Information)

Heterozygotni jedinec, ktery ma 1 alelu nemutovanou a 1 alelu mutovanou
Homozygotni jedinec, ktery ma ob¢ alely nemutované

Ortopedicka nadace zvitat (Orthopedic Foundation for Animals)
Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

Délkovy polymorfismus restrikénich fragmentd (Restriction Fragment Lenght

Polymorphism)
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SNP
SOD1
sSDNA
TBE
TE

UMN

Jednonukleotidovy polymorfismus
Superoxid dismutéza 1

Jednotetézcova DNA

Tris-boratovy pufr (Sambrook et al., 1989)
Tris-EDTA pufr (Sambrook et al., 1989)

Horni motorické nervy
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10 SAMOSTATNE PRILOHY

Fotograficka ptiloha zastupce plemene rhodésky ridgeback:
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