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Studium kandidatnich genii (SOD1 a DNM1) degenerativni

myelopatie a vycvikového kolapsu u psti pomoci pyrosekvenace

Souhrn

Teoretickd cast diplomové prace je zaméfena na charakteristiku genu SODI, jehoz
mutace zpusobuje degenerativni myelopatii (DM), a genu DNMI, ktery zapticinuje
vycvikovy kolaps (EIC). Je zde uvedena také charakteristika obou onemocnéni. Byla
nastinéna i podobnost degenerativni myelopatie s lidskou amoytrofickou lateralni skler6zou
(ALS) avyuziti psa jako modelového organismu pro studium této nemoci. Dale je
Vv literarnim piehledu charakterizovana sekvena¢ni metoda 454/Roche (pyrosekvenace), ktera
byla vyuzita pfi experimentech.

V nasledujici ¢asti diplomové prace je popsan postup ziskdvani vzorkh DNA pro
analyzy, amplifikace fragmenti DNA jednotlivych genti pomoci long-range PCR a vlastni
pyrosekvenace geni SOD1 a DNMI1. Pyrosekvenace poskytla mnozstvi tdaji, které byly
statisticky a bioinformaticky vyhodnoceny. Dale byla provedena detekce kauzalnich mutaci
gentt SOD1 a DNM1 pomoci PCR-RFLP. Ziskana data se poté hodnotila pomoci kladogramti
a z pohledu populaéni genetiky.

Do experimentt pomoci pyrosekvenace bylo zahrnuto 22 pst (Canis lupus
familiaris L.) a 2 zastupci vlka eurasijského (Canis lupus lupus L.). Bylo popsano 71
polymorfnich mist oproti referenénim sekvencim, avSak pouze 5 mutaci (substituci) se
vyskytovalo v kodujicich ¢astech jednotlivych geni. V exonu 2 genu SOD1 byla detekovana
1 substituce a 4 byly nalezeny v exonech 6 a 7 genu DNML1, z nichZ byla pouze 1 mutace
nesynonymni a zaroven kauzalni pro vznik EIC.

Do analyz pomoci PCR-RFLP bylo zatazeno 1320 psi. U dvou plemen z tohoto
souboru (&eskoslovensky vi¢ak — CSV a labradorsky retriever — LR) byly nasledné hodnoceny
genotypové 1 alelické frekvence, stupenn inbreedingu a byl simulovdn dopad uplné selekce
proti recesivni (mutované) alele.

Populaéni analyza pro gen SOD1 byla provedena u plemene CSV, protoZe pouze
unich se vyskytovala mutovani alela. V populaci CSV se nachézelo 56 % dominantnich
homozygotii, 38 % heterozygotli a 6 % recesivnich homozygotii. Obdobné byla provedena
populaéni analyza u genu DNMI1 pouze u plemene LR, un¢hoz se vyskytovala mutovana
alela. V populaci LR bylo zjisténo 63 % dominantnich homozygoti, 33 % heterozygotii a 4 %
recesivnich homozygotti. Koeficient inbreedingu odhadovany na zékladé¢ genotypovych

frekvenci genu SODI byl u plemene CSV roven 2,00 %. U plemene LR byl koeficient



inbreedingu vyhodnocovan na zékladé genotypovych frekvenci genu DNMI1, a byl roven
5,21 %. V ptipad¢ uplné selekce po 20 generaci vici recesivnim homozygotlim genu SOD1
by doslo u plemene CSV k poklesu frekvence recesivni alely v populaci o 20,88 %
a v ptipadé genu DNMI1 u plemene LR by frekvence klesla o 16,39 %.

Vysledky diplomové prace poskytly diky pyrosekvenaci informace o polymorfismech
v genech SOD1 a DNMI1 a diky PCR-RFLP a naslednym popula¢nim analyzam zhodnoceni
vyskytu recesivnich alel studovanych geni v populaci ¢eskoslovenského vicaka
a labradorského retrievera. Data mohou byt dale vyuzita naptiklad pfi sestavovani chovnych
para s ohledem na snizovani frekvenci vyskytu mutovanych alel zptisobujicich degenerativni

myelopatii a vycvikovy kolaps.

Kli¢ova slova: pes, Canis lupus familiaris L., degenerativni myelopatie, vycvikovy kolaps,
SOD1, DNM1, pyrosekvenace, 454/Roche



Study of Candide Genes (SOD1 and DNM1) for Degenerative
Myelopathy and Exercise-induced Collapse in Dogs Using

Pyrosequencing

Summary

The theoretical part of the thesis describes the structure, functions and localization
of genes and enzymes SOD1 and DNM1 and characteristics of their subsequent diseases:
degenerative myelopathy which is caused by the mutation of the SOD1 gene and exercise-
induced collapse caused by the mutation of the DNML1 gene. The similarities between canine
degenerative myelopathy and human amyotrophic lateral sclerosis (ALS) are underlined
as a base for the use of dogs as model organisms for the ALS research. The principles of 454
pyrosequencing method, used for the research part of the thesis, are also characterized in the
theoretical part.

The following part of the thesis presents the method used, specifically the collection
of samples, DNA fragments amplification of SOD1 and DNM1 genes by long-range PCR and
subsequent pyrosequencing. The exact process of pyrosequencing is described — the genomic
library preparation, emulsion PCR and actual sequencing. Data obtained by these experiments
were analyzed by bioinformatical and statistical means. The experiment further included
detection of causal mutation in SOD1 and DNM1 genes by PCR-RFLP method. Cladograms
and populational genetics were used for data analysis.

As samples for the pyrosequencing part of the thesis 22 dogs (Canis lupus
familiaris L.) and 2 Eurasian wolfs (Canis lupus lupus L.) were used. There were 71 sites of
polymorphism detected compared to the referential sequences, but only 5 mutations
(substitutions) were localized in coding part of the genes. In the exon 2 of SOD1 gene there
was 1 mutation, whereas in the exon 6 of DNM1 gene there were 4 mutations, from which
only 1 was missense substitution causal for the EIC disease.

For the PCR-RFLP analysis, samples from 1320 dogs were used. Two breeds (The
Czechoslovakian Wolfdog and The Labrador Retriever) were subsequently evaluated for
genotypical and allelic frequencies, inbreeding coefficient and impact of simulated selection
against recessive (mutant) allele.

The population analysis of SOD1 gene was only assessed for the Czechoslovakian
Wolfdog, as it was the only breed with the mutation present. There were 56 % homozygous-

dominant, 38 % heterozygous and 6 % homozygous-recessive individuals detected in their



population. Similar population analysis was performed for DNM1 gene in Labrador retriever
breed. There were 63 % homozygous-dominant, 33 % heterozygous and 4 % homozygous-
recessive individuals found in the population. The inbreeding coefficient in the
Czechoslovakian Wolfdog, calculated by genotypical frequencies of SOD1 gene, was
estimated to be 2,00 %. In Labrador retriever, the inbreeding coefficient based on DNM1 gene
was found out to be 5,21 %. It was detected that in the case of 20 generations of complete
selection against recessive homozygotes, the frequency of SOD1 recessive allele
in Czechoslovakian Wolfdog population would drop by 20,88 %, whereas the frequency
of DNM1 recessive allele would decrease by 16,39 %.

This thesis presents information about SOD1 and DNM1 genes polymorphisms from
pyrosequencing experiments and the evaluation of the recessive allele incidence of these
genes in the population of the Czechoslovakian Wolfdog and the Labrador retriever, based on
PCR-RFLP and population studies. Presented data can be used for the forming of breeding
couples and thus decreasing the frequency of SOD1 and DNM1 mutant alleles causing

degenerative myelopathy and exercise-induced collapse.

Keywords: dog, Canis lupus familiaris L., degenerative myelopathy, exercise-induced

collapse, SOD1, DNM1, pyrosequencing, 454/Roche
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1. UVOD

Dnes je znamo vice nez 400 riznych plemen psu. Jak roste zajem o jejich chov,
Slechténi a vyuziti v rozliénych oblastech lidského Zivota, roste vSak i mnozstvi onemocnéni,
ktera psy postihuji, at’ uz se jedna o nemoci civilizacni nebo geneticky podminéné. V fizeném
chovu totiz vétSinou neprobihd pfirozena selekce a nékteré mutované alely genti se tak mohou
vV populaci daného plemene stale udrzovat. Proto je velmi diilezité provadét genetické testy
pro tato onemocnéni, a tim odlisit jedince nesouci mutovanou alelu.

Jednim z geneticky podminénych onemocnéni u psii je degenerativni myelopatie. Toto
progresivni onemocnéni zpusobuje ztratu koordinace a nasledné celkovou neschopnost
pohybu psa. Nemoc je v soucasné dobé neléCitelna. Degenerativni myelopatie je velice
podobnd neurodegenerativnimu onemocnéni Clovéka nazyvanému amyotroficka lateralni
sklerdza, a to jak z hlediska projevil, tak i na molekularni urovni. Proto byl pes zvolen jako
modelovy organismus pro studium tohoto onemocnéni.

Syndrom vycvikového kolapsu u psu je taktéz podminén geneticky a je rozsifen
piedevsim v populacich velice oblibeného plemene labradorsky retriever.

Obg¢ tato onemocnéni jsou zptsobena jednonukleotidovym polymorfismem, v ptipadé

degenerativni myelopatie substituci v exonu 2 genu SODI a u vycvikového kolapsu se jedna

0 mutaci v exonu 6 genu DNM1.,



2.1

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

Védecké hypotézy

Na zacatku feSeni diplomové prace byly vysloveny nasledujici védecké hypotézy:

Onemocnéni pst degenerativni myelopatie a vycvikovy kolaps patii do skupiny
geneticky podminénych chorob s autozomalné recesivni dédicnosti. Byly
identifikovany geny SOD1 a DNMI1, ve kterych se vyskytuji kauzalni mutace téchto
onemocnéni.

V kédujicich ¢astech obou studovanych genil se mohou vyskytovat dal§i mutace typu
substituce, delece nebo inzerce. Teoreticky je mozné piedpokladat, ze vyssi frekvence
mutaci se bude vyskytovat v nekddujicich (intronovych) sekvencich obou
studovanych gent.

Pomoci molekularnich technik zalozenych na amplifikaci dlouhych fragmentl lze
ziskat dostate¢né mnozstvi kopii celych genti nebo jejich ¢asti, které se daji pouzit
jako vstupni molekuly DNA pro pyrosekvenovani.

Technika pyrosekvenovani 454/Roche umoznuje vytvofit knihovnu DNA obsahujici
fragmenty gent pochazejici z vétsiho poctu jedinct, které lze vzajemné odliSit pomoci
adaptert (MID sekvenci).

Jedna ze strategii 454/Roche pyrosekvenace je zalozena na porovnavani ziskanych
sekvenci se sekvenci referenCnich genotypl, které jsou dostupné V mezinarodnich
nukleotidovych databazich.

Pokud kauzalni mutace zpusobi takovou zménu nukleotidové sekvence, ktera vede
ke vzniku nebo zaniku palindromu pro konkrétni restrikéni endonukledzu, lze
navrhnout PCR-RFLP markery, umoziujici rychlé a ptesné genetické testy velkych
populaci.

PCR-RFLP markery vykazujici kodominantni charakter umoziuji odlisit oba dva typy
homozygotii a heterozygoty. Ziskané informace o frekvencich genotypi a alel lze

vyuzit k populacné genetickym analyzam.



2.2

Cile prace

Vlastni cile diplomové prace jsou zaméfeny na realizaci a vyhodnoceni experiment,

které povedou kovéfeni platnosti vySe uvedenych hypotéz. Tyto cile jsou vyjadieny

Vv nasledujicich bodech:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Osloveni chovatelii psti vybranych plemen se zdjmem o anonymni testovani jedincii
z hlediska vyskytu mutaci genit SOD1 a DNMI1. Ziskani vychoziho biologického
materidlu nezbytného pro izolaci genomické DNA.

Navrzeni specifickych primerovych pari, které ohrani¢uji gen SODI1 a ¢ast genu
DNM1 s ptedpokladanym vyskytem exonu s kauzalni mutaci.

Amplifikace PCR produktd obou genid urCenych k pyrosekvenaci, jejich izolace
a Cisténi po gelové elektroforéze.

Pyrosekvenovani amplikonti gentt SOD1 a DNML1.

a. Tvorba knihovny DNA ur¢end k pyrosekvenovani.

b. Emulzni PCR.

€. Vlastni sekvenace.

d. Zpracovani vystupnich dat, vybér a filtrovani nalezenych polymorfismu.
Bioinformatické vyhodnoceni nalezenych mutaci v exonovych a intronovych ¢astech
genit SOD1 a DNML1.

Simulace translace kodujicich ¢asti studovanych gent a stanoveni aminokyselinovych
sekvenci.

Identifikace haplotypii u studovanych gent a vyhodnoceni jejich podobnosti pomoci
kladogramii.

Aplikace PCR-RFLP markert kauzalnich mutaci gent SOD1 a DNMI1 u vybranych
modelovych populaci riiznych plemen psi.

Vyhodnoceni vysledkti PCR-RFLP analyz z hlediska popula¢ni genetiky.



3. LITERARNI RESERSE

3.1 Superoxid dismutazy — SOD

Superoxid dismutazy (SOD) patii mezi metaloenzymy, coz jsou enzymy, v jejichz
struktufe je zabudovan kovovy prvek. SOD funguji jako obranny systém proti reaktivnim
formam kysliku (ROS — reactive oxygen species), které pfeménuji na méné Skodlivé latky
a chrani tak organismus pfed oxida¢nim stresem (Fridovich, 1995; Zelko et al., 2002). Jsou
totiz schopny pievadét volny superoxidovy radikal (O;) na peroxid vodiku (H20)
a molekularni kyslik (O) (Fridovich, 1995). Tato reakce je znazornéna na obrazku 1.

Obrazek 1: Pfeména superoxidového radikalu na peroxid vodiku a kyslik.

(upraveno podle McCord a Fridovich, 1969)

20, +2H — HO, +0,

V aktivnim misté dismutdz se z iontti kovli miize nachdzet mangan (Mn-SOD), méd’
a zinek (Cu/Zn-SOD) nebo zelezo (Fe-SOD). Dale se superoxid dismutazy déli na tfi formy.
Prvni forma SODI je homodimericky enzym oznacovany jako Cu/Zn-SOD, ktery se nachazi
V bunééné cytoplazmé. SOD2 neboli také mangan obsahujici superoxid dismutaza (Mn-SOD)
je tetramer, nachazejici se prevazné v mitochondriich a nékterych bakteriich (Escherichia
coli). Enzym SOD3 je taktéZz tetramer, ktery se vyskytuje V extracelularnim prostoru
a ve svém aktivnim misté obsahuje méd’ a zinek. Tato tfeti forma se také oznacuje jako EC-
SOD (Zelko et al., 2002; Coates et al., 2009).

Jak prokazala studie Elchuri et al. (2005), pro spravnou funkci organismu
a zivotaschopnost jedince je dulezité, aby probehla exprese genit SOD. V této studii byla
porovnavana délka zivota mysi S plné exprimovanym genem SOD1 oproti my$im, kterym byl
proveden knock-out tohoto genu. Rozdily jsou znazornény na obrazku 2.

Pokud je provedeno vyblokovani genii SOD, neprobihd jejich exprese, a tim padem
chybi enzym, ktery by vychytdval volné superoxidové radikdly. Ty potom vyznamné
poskozuji bunééné struktury a celkové naruSuji homeostazu organismu. Jak uvadéji Elchuri et

al. (2005), mysim s neexprimovanym SOD1 se vyrazné snizila délka zivota a objevily se jim



hepatocelularni karcinomy. Degenerativni zmény u mysi probihaly iv cytoplazmé bungk,

V jejich jadrech a v mitochondriich (Elchuri et al., 2005).

Obrazek 2: Porovnani délky zivota mysi v zavislosti na expresi genu SODL1.
(upraveno podle Elchuri et al., 2005)
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Vysvétlivky: Mysi s plné exprimovanym genem SOD1 (SOD1+/+) prezivaji mnohem déle oproti mys$im, které
maji vyblokovanou bud’ jednu alelu (SOD1-/+), nebo obé dvé (SOD1-/-).

K poskozeni organismu nemusi dochazet pouze pii vyblokovani vSech genli pro SOD
enzymy, napiiklad pokud byl inaktivovan pouze gen SOD2, dochazi k odumirani mySich
ploda v matéiné déloze (Coates et al., 2009).

Naproti tomu se ukézalo, ze zvySena exprese gentt SOD je organismu prospésna. Dala
by se vyuzivat naptiklad pii potlacovani rastu nddort. Nadorové buiiky maji totiz snizenou
enzymatickou aktivitu proteinu SOD1 i SOD2. Pokud se tedy tyto geny exprimuji ve zvySené

mife, vznika tak vice proteinti, a tvorba naddorli i metastaz se tim padem snizi (Oberley, 2001).

3.1.1 Lokalizace genii SOD

Geny pro lidské superoxid dismutdzy jsou lokalizovany na q raménku chromozomu 21
(SOD1) (Rosen et al., 1993), q raménku chromozomu 6 (SOD2) a na p raménku chromozomu
4 (SOD3) (Coates et al., 2009). V souvislosti s vyskytem trizomie chromozomu 21, ktera
zapti¢inuje Downilv syndrom, byl gen SOD1 u lidi blize studovéan. Jak uvadi Zelko et al.

(2002), u pacienti s Downovym syndromem bylo prokdzano zvySené mnoZzstvi proteinu



SOD1, a to az 050 %. Pokud se v jejich genomu vyskytuji tii kopie chromozomu 21,
projevuje se zde takzvany efekt davky genu a s tim spojena jeho zvySena exprese, S ¢imz
souvisi vétsi mnozstvi proteinu a vice probihajicich enzymatickych reakci. Avsak role tohoto
enzymu V patologii onemocnéni Downova syndromu je stale nedostate¢né objasnéna.

Podrobné¢jsi charakteristiky SOD1 u psa budou popsany v nasledujicich kapitolach.

3.2 Superoxid dismutaza 1 — SOD1

Superoxid dismutaza 1 je velmi stdly homodimericky metaloenzym, ktery ve svém
aktivnim centru obsahuje ion médi a ion zinku (Stathopulos et al., 2003). Pro spravnou funkci
enzymu je nutnd schopnost méd’ z aktivniho centra reverzibilné odstranovat (McCord

a Fridovich, 1969).

3.2.1 Enzymaticka aktivita SOD1

Protein SOD1 v organismu funguje jako enzym, ovSem zprvu mu enzymaticka aktivita
nebyla piisuzovana. Jeho funkce byla objasnéna teprve pied 45 lety v praci McCorda
a Fridoviche (1969). Tehdy izolovali SOD1 z bovinnich erytrocyta a uréili, Ze je identicky
s diive popsanym lidskym erytrocupreinem a bovinnim hemocupreinem, o kterych se vSak
diive nevédelo, ze funguji jako dilezité enzymy.

Enzym SOD1 Kkatalyzuje pifeménu superoxidovych radikali na peroxid vodiku
a kyslik. Zabranuje také vzniku peroxynitritu (ONOO ), protoZe ten vznika reakci volnych
superoxidovych radikali a oxidu dusnatého (NO). Volné superoxidové radikaly maji totiz
vysokou afinitu a vysokou reak¢ni rychlost pro napojeni se na oxid dusnaty za vzniku
peroxynitritu (Coates et al., 2009), coz mize vést k nitraci tyrozinovych zbytkid v proteinech
(Rowland a Shneider, 2001). Peroxynitrit ptisobi jako oxida¢ni a nitraéni ¢inidlo a svymi
cytotoxickymi ucinky poskozuje biomolekuly v buiice, a to i DNA a bilkoviny. Pokud tedy
SOD1 preménuje vznikajici volné superoxidové radikaly, pfichdzi oxid dusnaty o sviij reakéni
substrat a ke vzniku toxického peroxynitritu nedojde.

Vlivem mutaci v genu SOD1 muize dojit ke zmén¢ struktury enzymu a tim i ke zméné
jeho funkce. V nékterych piipadech pak tento strukturné odlisny enzym umoziiuje vznik
peroxidu a tvorbu hydroxylovych radikalti (OH-), a miZze tak i katalyzovat jiz zminovanou

nitraci tyrozinu (Rowland a Shneider, 2001), jak je znazornéno na obrazku 3.



Obrazek 3: Reakce probihajici za ucasti enzymu SOD1.
(upraveno podle Rowland a Shneider, 2001)

Normailni aktivita enzymu SOD1

SOD1-Cut + 0y~ —= SOD1-Cut+0;
SOD1-Cu*+0;- — SOD1-Cu?*+H:0;

SOD1-Cu?* +H;0;— SOD1-Cu*+0;"+2H"
SOD1-Cu*+H;0; —» SOD1-Cu?*+0OH +0H-

S0D1-Cu?* +0NOO-—= S0D01-CuD... . NO*
S0D1-Cu0... NO*™ 4+ Tyr —= SOD1-Cu®*+ OH + NO:-Tyr

Vysvétlivky: Antioxidacni aktivita SODI je zobrazena na prvnich dvou reakcich. Mutace v SOD1 mize vést
k produkci hydroxylovych radikalt, jak je patrno ze tfeti a ¢tvrté reakce. Na poslednich dvou rovnicich je
znézornén pripad, kdy dochazi k nitraci tyrozinu.

Strukturné odlisny enzym SOD nejenze katalyzuje tyto zpétné reakce, ale mize byt
také narusena jeho stabilita, a takto poskozené proteiny se pak hromadi v organismu a tvofii
agregaty, coz vyrazné narusuje jejich ptivodni oxida¢né redukéni funkce (Shaw a Valentine,
2007). Jinak se proteiny SOD1 za normalnich okolnosti nachazeji v cytosolu, jadie

a vV mezimembranovém prostoru mitochondrii (Battistini et al., 2012).

3.2.2 Struktura a lokalizace genu SOD1

SODI1 je pomérné maly gen tvofeny péti kratkymi exony, mezi které jsou vlozeny
Ctyfi introny. Tato struktura nevykazuje vyznamné rozdily napii¢ zivocisnymi druhy (Green
et al., 2002; Battistini et al., 2012).

Na 5' konci byly popsany TATA a CCAAT boxy a také vysoce konzervativni oblasti
s opakujicim se nukleotidovym motivem GC (Zelko et al., 2002).

Gen SODI se u skotu nachazi na chromozomu 1, u mysi na chromozomu 16 (Zelko et
al., 2002) a u lidi, jak jiz bylo zminé&no, na chromozomu 21 (Rosen et al., 1993).

Aminokyselinové a nukleotidové sekvenéni podobnosti SOD1 mezi riznymi

zivo¢isnymi druhy V porovnani se psem jSOU znazornény na obrazku 4.



Obrazek 4: Sekvencni podobnosti SOD1 mezi psem a ostatnimi zivo¢iSnymi druhy.

(upraveno podle Green et al., 2002)

Skot Clovék K Prase Kryvsa My
Pes (nukleotidy) 03 84 920 85 84 84
Pes (aminokyseliny) 82 79 75 33 33 83

Vysvétlivky: Cisla uvadgji podobnost v procentech.

3.2.3 Gen SOD1 psa (Canis lupus familiaris L.)

Gen SOD1 psa domaciho (Canis lupus familiaris L.) byl lokalizovan na autozomalnim
chromozomu 31 (CFA31). Mapovani genomu S cilem urcit pozici genu SOD1 provadéli
Awano et al. (2009) pomoci celogenomové asociaéni studie (GWAS) a popsali tak spole¢ny
haplotyp, ktery dosahoval délky 0,76 Mb a obsahoval tii geny — SOD1, TIAM1 a SFRS15.

Vysledky této studie se shoduji se star§imi vyzkumy, kde byla pozice genu urCovéana
na radia¢né hybridnim panelu (RH map¢€) (Green et al., 2002). Gen SODL1 je tedy lokalizovan
na CFA31, blizko syntenni skupiny 13, kterou taktéz na RH mapé psiho genomu popsali
Mellersh et al. (2000).

Pocet part bazi kodujici ¢asti psiho genu SODI1 nebyl jesté pfesné urcen, zdroje se
v uvadéném poctu lisi, stejné tak jako v uvadéné délce vysledné aminokyselinové sekvence.
Green et al. (2002) tvrdi, Ze exony genu SOD1 dohromady obsahuji 462 bp a ze gen koduje
153 aminokyselin (AA — amino acid). Stejny pocet aminokyselin uvadi i internetova databaze
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), avsak pocet para bazi je zde rozdilny, a to 474 bp.
Naproti tomu databaze Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) uvadi u psiho genu
SOD1 453 bp a 150 vznikajicich AA.

K ptfesné lokalizaci genu SOD1 ptispéla kompletni sekvenace psiho genomu, kterou
publikovali Lindblad-Toh et al. (2005). Tato sekvence je dostupna v nékolika
bioinformatickych databdzich na internetu. Pfi feSeni diplomové prace byly informace o psim
genomu Cerpany z databaze GenBank a z databaze Ensembl. Struktura genu SOD1 u psa je

uvedena na obrazku 5 a charakterizace jeho jednotlivych ¢asti je znazornéna na obrazku 6.




Obrazek 5: Struktura genu SOD1 u psa domaciho.

(upraveno podle databaze Ensembl)

Gene: SOD1 ENSCAFG00000008859

Description superoxide dismutase 1, soluble [Source:HGMNC Symbol;Acc:11179]
Location Chromosome 31: 26 539 773-26.544 206 forward strand.

INSDC coordinates chromosome:CanFam3.1:CM000031.3:26539773:26544206:1
Transcripts

This gene has 1 transcript (splice variant)

Show/hide columns

Name Transcript ID Length (bp) Protein 1D Length (aa) Biotype
S0D1-201 ENSCAFT00000014065 453 ENSCAFP00000013012 150 Protein coding
S A<HEE
I 24.432 kb Forward strand pme—
26.53Mb 26.54Mb 26.55Mb

------------------------------- 50D1-201 =
protein coding

AAEX 030164841 =

Contigs.
Genes (Ensembl).
< SCAF4-201
protein coding
26.53Mb 26.54Mb 26.55Mb
—mmiFeverse strand 24,42 kb |
Gene Legend. B protein coding

<http://www.ensembl.org/Canis_familiaris/Gene/Summary?db=core;g=ENSCAFG00000008859;r=31:2653977326544206;t=ENSCAFT00000014065>



Obrazek 6: Charakteristika jednotlivych ¢asti genu SOD1 u psa domaciho.
(upraveno podle Green et al., 2002)

A B C ] E F
sekvence sekvence sekvence sekvence velikost cislo intronu:
intronu 3' exonu §' exonu 3' intronu §' exonu (bp) velikost (kb)
Exon | — ATGGAGATGA COGTGCAGAAG — 72 |t
— gtggggtggt
Exon 2 GGAAGTGGGC AATACACARG & wwx = 04 225
gggcaaatag
Exon3 = = GCTGTACTAG ATCAAGAGAG gtaagtgaca 70 1.0
tcactgttag -
Exon4 += s+ =« GCATGTTGGA CACCATGGTG gtgagttttca 118 :1.2
ctt:::aaag o _—
Exon 5 weevew =e GTCCACGAGA GATCOGCCCAA  NAS 108

Vysvétlivky: Kazdy fadek representuje jeden exon. Sloupec A oznacuje pocate¢ni sekvence intronu 3' tam, kde
byla data vypovidajici. Sloupec B zobrazuje prvnich deset nukleotidii z kazdého exonu. Ve sloupci C je
znazornéno poslednich deset nukleotidi kazdého exonu. Ze sloupce D je patrna sekvence prvnich deseti
nukleotidd jednotlivych intronii. Sloupec E uvadi pocet part bazi jednotlivych exont a sloupec F velikost
intronti v kilobazich. Hvézditky oznacuji konsensus sekvence pro sestiih. Symbol —F zna¢i skute¢nost, Ze data
nebyla dostupna.

3.3 Degenerativni myelopatie — DM

Degenerativni myelopatie (DM) byla poprvé popsana D. R. Averillem v roce 1973.
V nékterych starSich studiich je DM oznacovéna jako radikulomyelopatie (Griffiths a Duncan,
1975), myelopatie némeckych ov¢aki (German Shepherd Dog myelopathy — Braund
a Vandevelde, 1978) nebo progresivni myelopatie (Waxman et al., 1980).

Je to zavazné progresivni neurologické onemocnéni, postihujici michu a zptsobujici
az uplnou neschopnost pohybu psa (Coates et al., 2009).

Nemoc se klinicky manifestuje az v pozdné dospélém véku psa, hranice pro objeveni
prvnich pfiznakti v8ak nebyla pfesné urena. Barclay a Haines (1994) uvadéji pocatky
onemocnéni ve véku od péti do Ctrnacti let psa, s primérnym vékem nastupu v deviti letech,
coz se shoduje se studii Kathmann et al. (2006). Coates et al. (2009) ur¢il vék nastupu mezi
sedmym a ¢trnactym rokem Zivota a Awano et al. (2009) uvadi nastup prvnich ptiznakt
od osmého roku vyse.

Degenerativni myelopatie je nemoc smrtelnd, jelikoZ neexistuje ucinna lécba. Uvadi
se, ze doba od rozpoznani prvnich projevli do smrti psa se pohybuje okolo tii let. Nicméné
majitelé vétSinou nechaji provést eutanazii psa diive, neZ nastanou posledni stadia nemoci,

a to nejcasteji pokud uz je pes paraplegicky a nemuize se postavit na zadni nohy (Awano et al.,
2009; Coates a Wininger, 2010).
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3.3.1 Projevy DM

Projevy DM se lisi podle rozsahu postizeni, podle stupné provadéné rehabilitace a byl
popsan i mirny vliv plemenné ptislusnosti (Kathmann et al., 2006).

V pocate¢nich stadiich lze pozorovat proprioceptivni ataxii (neschopnost koordinace
pohybu) a mirnou paraparézu, kdy ¢astecné ochrnou panevni koncetiny, ve kterych mohou
byt nedostatecné reflexy zptisobené poruchou hornich i dolnich motorickych neuront
(poruchy UMN — upper motor neuron, poruchy LMN — lower motor neuron) (Kathmann et
al., 2006; Coates a Wininger, 2010). Kathmann et al. (2006) dale popisuji piipady
hypermetrie v zadnich koncetinach, coz je druh hyperkinézy, kdy je narusena souhra
antagonistickych svalli. Pes tak neni schopen pln¢ ovladat panevni koncetiny a pti pohybu je
pouze taha za sebou, ¢imz se opotiebuji drapy a mize do nich proniknout infekce (Griffiths
a Duncan, 1975).

Vlivem neschopnosti ovladat svaly v zadni poloviné téla, dochazi v pozdé¢jsich
stadiich k inkontinenci i k neschopnosti ovladat defekaci. Postupné projevy piechazeji
I na ptedni koncetiny a objevuje se tetraparéza (Awano et al., 2009). Pes se jiz neni schopen
postavit a v podstaté se hybat, s ¢imz souvisi ubytek svalové hmoty, ztraty hmotnosti a tvorba
prolezenin. V poslednich stadiich dochazi k degeneraci michy v krénich miSnich segmentech,
a to zpusobi ochabnuti polykacich sval, neschopnosti pit a kousat potravu a ochabuji
i dychaci svaly, coz vede ke smrti zvifete (Coates et al., 2009; Coates a Wininger, 2010).

Ve vétsSiné pripadi to zodpovédni majitelé psa trpiciho degenerativni myelopatii
nenechaji zajit takto daleko a voli humanné;jsi cestu, kterou je eutanazie psa u veterinarniho

vvvvvv

neexistuje ¢inny 1€k, ani neni jiné vychodisko.

3.3.2 Vyskyt DM u psii

Ackoli je degenerativni myelopatie nej¢astéji zmifiovana Vv souvislosti s némeckym
ovcakem, postihuje mnohem vice ¢istokrevnych plemen 1 kiiZzencii. Objevuje se spiSe
u velkych plemen pst, jak tvrdi Shelton et al. (2012), ktefi ve své studii dale uvadéji
domnénku, Ze Cast&jSi vyskyt u téchto plemen je zplsoben tim, Ze maji delsi periferni nervy,
a tak i vetsi prostor pro manifestaci nemoci.

Kathmann et al. (2006) provedli studii o vlivu plemenné pfisluSnosti na propuknuti

degenerativni myelopatie. Prokazali statisticky signifikantni plemennou predispozici
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na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05 pro némecké ovcéaky, kuvasze, hovawarty a bernské
salaSnické psy.

Nejvice testovanym plemenem je jiz zminovany némecky ovcéak (Averill, 1973;
Braund a Vandevelde,1978; Waxman et al.,1980). Nicméné¢ DM postihuje mnoho dalsich
plemen, a to plemena belgicky ovcak, velky knira¢, barzoj, soft-coated wheaten terier,
anglicky mastif, némecky boxer, chesapeake bay retriever, rhodesky ridgeback, kerry blue
terier, irsky setr, bernsky salasnicky pes a pravdépodobné se DM objevila i u plemene
sibitsky husky (Kathmann et al., 2006; Miller et al., 2009; Awano et al., 2009; Shelton et al.,
2012; Coates et al., 2009; Wininger et al., 2011; Bichsel et al., 1983).

Ani mala plemena psi vSak nejsou uSetfena vyskytu degenerativni myelopatie. Jak
prokazali March et al. (2009) a pozdé&ji i Shelton et al. (2012), postizeno je i plemeno welsh
corgi pembroke. Coates et al. (2007) provedl také studii na tomto plemeni a kromé prokazani
vyskytu onemocnéni u testovanych jedinct zminuje, ze i kdyz projevy a komplikace DM byly
shodné jako u velkych plemen, nemoc u plemene welsh corgi méla delsi trvani. Eutanazie
byla provadéna prumérné az za 19 mésicti od projeveni prvnich ptiznakt, pticemz psi byli
stale v mirnéjSich stadiich nemoci. Tuto hypotézu potvrzuje i star§i prace Matthewse
a Lahunty (1985), ve které zkoumali projevy degenerativni myelopatie na miniaturnich
pudlech a shodné¢ uvadéji, Ze nemoc postupovala pomaleji nez ve srovnani s velkymi
plemeny. Presto dodavaji, ze vysledna paralyza postizenych jedincti byla rozsahlejsi nez je
bézné v populaci velkych plemen psi.

Coates et al. (2009) se domnivaji, ze pomalejsi projevy nemoci u malych plemen jsou
zpusobeny tim, Ze jejich majitelé je nenechaji tak Casto chodit a namahat se, pokud uz
paralyza koncetin zna¢né postoupila a jsou je ochotni (respektive schopni) nosit v naruci.
Dale udavaji, ze pii vyskytu DM u malych plemen se proto zvySuje vék pii provedeni
eutanazie, protoze ji majitelé z téchto uvedenych divodi Casto odkladaji (Coates et al., 2009).
Zde je ale dulezit¢ zvazit 1 etické problémy, zdali je tento zplisob Zivota vhodny
a uspokojujici i pro psa.

Degenerativni myelopatie se projevuje nejen u vyse popsanych plemen, ale i u jejich
ktizencu, protoze je to nemoc podminéna geneticky a prenasi se tak na potomstvo. Vzhledem
k tomu, ze je DM onemocnéni, které se projevuje v tak pozdnim véku psa, je to z hlediska
chovu velice zdvazny problém. Pokud se vezme vuvahu, Ze primérny veék, kdy jsou
zaznamenany prvni pfiznaky, je zhruba 9 let, pes (respektive fena) uz v té dobé mizZze mit
mnoho potomki a onemocnéni Se tak v populaci dale $ifi. Proto jsou dilezité genetické testy

pro vyskyt DM, aby se postizeni jedinci odhalili co nejdiive a dale se v chovu nevyuZivali.
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Ze viak onemocnéni neni plné penetrujici a ani u jedince homozygotniho v mutovaném genu
se nemusi projevit, bude vysvétleno v dalsi kapitole diplomové prace.

Je potieba brat také v potaz, ze mezi vyznamné faktory, které mohou ovlivnit vyskyt
nemoci, patfi i hmotnost psa, jeho pracovni zatizeni, vyziva a celkovy zdravotni
a metabolicky stav, protoze, jak uvadi Wininger et al. (2011), patogeneze degenerativni
myelopatie je velmi komplexni.

Na propuknuti nemoci ov§em nema vliv pohlavi jedince, vyskytuje se jak u psd, tak

i u fen (Kathmann et al., 2006; Awano et al., 2009).

3.3.3 Geneticka podstata DM

Degenerativni myelopatie je spojovana s mutaci genu SODL1, jak objasnili Awano et
al. (2009). Charakterizovali bodovou mutaci, ktera zptsobuje tranzici dusikaté baze guaninu
za adenin na pozici 118 v exonu 2 (c.118G>A). Tato mutace zpusobuje zménu
aminokyselinové sekvence na pozici E40K, tedy nahrazeni kyseliny glutamové lysinem.
U ¢lovéka je podobna mutace na pozici E40G, ktera je spojovana s lidskou amyotrofickou
lateralni skler6zou (Deng et al., 1993) a vzhledem k tomu, Ze i v klinickych projevech je toto
onemocnéni velice podobné degenerativni myelopatii, byl za kandidatni gen urcen praveé gen
SOD1 (Awano et al., 2009).

Pro kontrolu lokalizace mutace zpusobujici DM, zmapovali Awano et al. (2009)
90 SNP (single nucleotide polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus) v oblasti
0d 29,04 Mb do 30,97 Mb u péti plemen psu. Bylo prokazano, ze se u vSech testovanych psi,
ktefi trp€li degenerativni myelopatii, objevoval spole¢ny haplotyp 5-SNP, ktery obsahoval
mutaci na pozici c118G>A. Presto se ale tento haplotyp vyskytoval i u zdravych jedinci.
Nicméné i tak se da s urCitosti Fici, ze je mutace v aminokyselinové sekvenci E40K spojena
s degenerativni myelopatii (Awano et al., 2009).

Degenerativni myelopatie je autozomalné recesivni onemocnéni S neuplnou penetraci.
Znamena to, Ze se nemoc projevi U jedinci s recesivné homozygotni kombinaci alel, kde je
guanin nahrazen adeninem v pozici 118 (genotyp A/A) (Awano et al., 2009). Nékde se tento
genotyp oznaCuje ne jako adenin/adenin, ale jako mutovana kombinace alel
abnormal/abnormal (taktéz A/A). V chovatelskych kruzich se ¢asto uvadi ozna¢eni DM/DM
pro nemocného jedince. Nicméné jak prokazuje studie Awano et al. (2009), skute¢nost, Ze je
pes recesivni homozygot v tomto genu, jesté neznamend, ze se u néj nemoc musi projevit.

Vloha je, jak jiz bylo zminovano, netplné penetrujici a vSe je zavislé na véku psa, jeho
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genetickém pozadi a dalSich vnéjSich faktorech, které jiz byly popsany v piedchozich
kapitolach.

Jedinci, ktefi maji zmutovanou pouze jednu alelu genu SODI1, jsou heterozygoti (G/A)
a nemoc se u nich sice klinicky neprojevi, ale ptendseji vlohu k onemocnéni skrze své
potomky do populace (Awano et al., 2009). Je tedy diilezité, aby bylo brzy odhaleno, ze jsou
pfenase¢i onemocnéni (carrier), a dale se vV chovu nevyuzivali. Existuje vSak moznost je
piipafovat S dominantnimi homozygoty (clear; free). Pro heterozygoty v genu SODI se také
pouziva oznac¢eni N/A jako normal/abnormal nebo N/DM (normal/degenerative myelopathy).

Psi, u kterych je velmi nepravdépodobny projev nemoci, jsou dominantni homozygoti
s genotypem G/G, majici ob¢ alely nemutované (Awano et al., 2009). Mohou se oznacovat
také jako N/N (normal/normal).

Wininger et al. (2011) popsali novou mutaci, ktera je také spojovana s vyskytem DM.
Je to tranzice adeninu za thymin na pozici 52. nukleotidu (c.52A>T), ktera zpisobi zménu

v aminokyselinové sekvenci na pozici 18, a to zaménu threoninu za serin (T18S).

3.3.4 Diagnostika DM

Pro pfimou a jednozna¢nou diagnostiku degenerativni myelopatie ante mortem dnes
neexistuje zadna odpovidajici metoda. S urcitosti 1ze DM prokazat az pii histopatologickém
rozboru michy (Coates et al., 2009). I kdyz jsou pravé genetické testy velice napomocné
v diagnostice pfed utracenim zvifete, musi se brat v ivahu netiplna penetrace tohoto recesivné
homozygotniho onemocnéni.

Nejvice degenerativnich zmén michy se dd pozorovat Vv patefnim sektoru T3 (dolni
kréni sektor) az po L3 (horni bederni sektor), coZ bylo prokazano u 56 % (28 testovanych
pst), jak uvadi Kathmann et al. (2006). Ze 44 % (u 22 psii) postihovaly degenerativni zmény
pateini sektor L3 az po S3 (sektor kiizové kosti).

Ve starSich studiich (Averill, 1973; Griffiths a Duncan, 1975) je uvedeno, Ze
degenerativni myelopatie se manifestuje na ascendentnich (vzestupnych) a descendentnich
(sestupnych) miSnich drahach, ale ne na perifernich nervech. Ovsem novéjsi objevy (Awano
et al.,, 2009; Shelton et al.,2012) na zaklad€ histopatologickych rozbori dokazuji, Ze se daji
degenerativni zmény diagnostikovat nejenom na misSe, ale i na motorickych neuronech,

axonech a ve svalovych vlaknech, jak je patrno z obrazku 7.
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Obrazek 7: Porovnani histopatologickych vzorka kosterniho svalu a periferniho nervu mezi
zdravym psem a psem, ktery trp¢l degenerativni myelopatii.
(upraveno podle Awano et al., 2009)
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Vysvétlivky: Vzorky (A) a (B) jsou obarveny hematoxylinem a eosinem, vzorky (C) a (D) jsou barveny modrym
toluidinem. (A) — vzorek svalu tiinactiletého psa trpiciho DM; velka variabilita velikosti myofibril, atrofické
myofibrily, denervace svalu. (B) — stejny sval z kontrolniho zdravého tiinactiletého psa. (C) — periferni nerv ze
stejného psa jako v ptipadé (A); demyelinizace fibril, endoneuralni fibréza. (D) — vzorek periferniho nervu ze
stejného zdravého psa jako v pripade (B).

Déle je na histopatologickych rozborech, jak popisuji Wininger et al. (2011), znatelna
vakuolizace myelinovych pochev, degradované (i Gpln¢ zaniklé) axony i astrocyty. Misni bila
hmota ma diky kruhovym eozinofilnim granulam houbovity charakter (Barclay a Haines,
1994), ktery byl popsan i na axonech (March et al., 2009).

Pted jednozna¢nym piijetim diagnézy degenerativni myelopatie je tfeba vyloucit
vSechna ostatni onemocnéni, kterd mohou mit podobné ptiznaky. Jakékoli poSkozeni
pateiniho kandlu, at’ uz se jedna o vyhtez ploténky, pohmozdéni nebo rupturu, mé za nasledek
kompresi michy se stejnymi projevy jako pfi onemocnéni DM (Coates et al., 2009). Pro tato
pfidatnd vySetfeni Scilem vyloucit jiné komplikace, se pouzivd né€kolik metod
doporucovanych ve studii Kathmann et al. (2006). Je to piedev§im vySetfeni patefe
rentgenem. Dale také vySetfeni mozkomisniho moku (vySetfeni CSF — cerebrospinal fluid),
myelografie, pocitacova tomografie (CT — computed tomography) nebo magneticka

rezonance (MRI — magnetic resonance imaging).
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3.3.5 Lécba DM

V soucasné dob¢ je toto progresivni neurodegenerativni onemocnéni nelécitelné.
Ovsem miizeme zmirnit projevy, zpomalit atrofii svalstva, a tim prodlouzit a zlepS$it zivot
daného jedince.

Kathmann et al. (2006) doporucuji provadét se psem fyzioterapii a hydroterapii,
jejichz blahodéarny vliv prokazal na skupiné 50 psu trpicich DM, kde porovnaval délku jejich
zivota (pfed nutnym provedenim eutandzie) za ptitomnosti fyzioterapie a bez ni. Jedinci,
kterym byla poskytnuta intenzivni fyzioterapie, ptezivali déle, a to primérné az o 255 dni.
Toto porovnani je znazornéno na obrazku 8.

Projevy DM mlZeme zmirnit i1 spravnou, plnohodnotnou a kvalitni vyZivou.
Doporucuje se pridavat do krmiva komplex vitaminti skupiny B a selen (Kathmann et al.,
2006) a také vitamin E, jehoZ pomérné vyrazny nedostatek u psu trpicich DM dokumentuje
Williams et al. (1985).

Obrazek 8: Porovnani zavislosti stupné fyzioterapie na délce zivota psi trpicich
degenerativni myelopatii.

(upraveno podle Kathmann et al., 2006)
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Vysvétlivky: U prvni skupiny (vlevo) byla fyzioterapie provadénd intenzivné. U druhé skupiny (uprostied)
v malém rozsahu a tfeti skupina psti (vpravo) byla bez fyzioterapie.
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3.3.6 Podobnost DM a amyotrofické lateralni sklerézy — ALS

Degenerativni myelopatie je velice podobnad progresivnimu neurodegenerativnimu
onemocnéni lidi, které se nazyvana amyotroficka lateralni skler6za (ALS — amyotrophic
lateral sclerosis). Podobnost byla nalezena v projevech nemoci, na molekularni i genetické
urovni. Proto byli psi postizeni DM zvoleni jako modelovy organismus pro studium lidské
ALS (Coates et al., 2009).

ALS se vyznacuje odumirdanim mozkovych a spindlnich motorickych neuront
v mozku a miSe (Stathopulos et al., 2003; Ambler, 2006). Ke svalim tak nemiize byt ptiveden
signal z centralniho nervového systému, nejsou tedy namahany a atrofuji. Mohou se
objevovat samovolné svalové zaskuby a kifeCe. Pacienti s postizenim michy v krénich
a hrudnich patefnich segmentech maji problémy s artikulaci a polykanim. Postupné ale
paralyza, stejné€ jako u degenerativni myelopatie, postupuje i1 na ostatni ¢asti michy a pacienti
se nejsou schopni sami obslouzit (Battistini et al., 2012).

Zde prichazi na tfadu paliativni a hospicova péce. Lidé jsou totiz za nékolik let
od stanoveni diagnozy upIné zavisli na pomoci ostatnich, na umélé vyzivé a mechanické
ventilaci, nebot’ jim atrofuji 1 mezizeberni svaly. K postizeni kognitivnich funkci ale pii této
nemoci nedochdzi a pacient si svoji situaci plné¢ uvédomuje, coz se poji s fadou etickych
problémi (Slama, 2006). Vzhledem Kk tomu, Ze se tato nemoc, stejné jako degenerativni
myelopatie, neda 1éCit, pacient umird za tfi az pét let od vypuknuti prvnich ptiznaka
(Stathopulos et al., 2003; Shelton et al., 2012).

Pti histopatologickych rozborech lze také pozorovat mnohé podobnosti s DM. Je
patrna atrofie svalovych vladken, degenerace axontli az jejich Uplna ztrata, degenerace astrocyti
(astroglioza) a v bunikach se nachéazeji proteinové agregaty (Shetlon et al., 2012). Agregaty se
tvofi 1 na motorickych neuronech a na astrocytech (Kato et al., 2000).
stresem, protizanétlivymi cytokininy, zvySenou apoptézou motorickych neuront ¢i poruchou
vapnikové rovnovahy v organismu, zptisobené ptedevsim dysfunkci mitochondrii (Cleveland
a Rothstein, 2001). To nasvédcuje tomu, Ze jsou za to opét zodpovédné mutace v genu SOD1,
protoZe prave ty maji na mitochondrie toxicky efekt (Carri et al., 1997).

Tuto slozitou molekularni podstatu onemocnéni doklada 1 fakt, Ze existuje nekolik
typtt ALS, které maji mirné rozdilné projevy, takze by se amyotroficka lateralni skler6za méla

spiSe oznacovat jako syndrom, jak navrhuje Kato (2008).
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Nejcastéji se rozliSuji dvé formy ALS, a to forma sporadicka, kterd se vyskytuje
nejvice, a dale forma familiarni (dédicnd), ktera pokryva pouze 5 — 10 % piipadti. U té byl

Nicméné vSe nasvédCuje tomu, ze na vzniku ALS (jeji familiarni formy) se nejvice
podileji mutace v genu SODI1. Tuto spojitost poprvé objasnili Rosen et al. (1993). Popsali
mutaci v SOD1, ktera ale zptsobuje pouze 20 % piipadd z vyskytu familiarni formy ALS.
Zbylych 80 % mutaci se nachazi bud’ na jiném misté genu SOD1, nebo v odlisnych genech,
U nichz zatim nebyla nalezena souvislost s vyskytem ALS. Mutaci SOD1 zptsobujicich ALS
je dnes popsano mnoho, v konkrétnich ¢islech se ale zdroje rizni. Shaw a Valentine (2007)
uvadéji, Ze familiarni formu ALS zpiisobuje vice nez 100 dnes jiz popsanych mutaci v genu
SOD1, Wininger et al. (2011) se domnivaji, ze jiz bylo popsano vice nez 145 mutaci
a Battistini et al. (2012) popsali dokonce vice nez 150 mutaci.

Rowland a Shneider (2001) uvadéji, Ze nejcastéjsi mutaci v genu SOD1 vyskytujici se
u pacientu trpicich ALS je substituce alaninu valinem na pozici 4 (A4V).

Dangoumau et al. (2014) charakterizovali mutaci v exonu 2, tranzici na pozici 95
(c.95T>C), ktera zptisobila zaménu valinu za alanin na pozici 31 (p.V31A). I kdyZ tuto mutaci
mél pouze jeden pacient z 600 testovanych, byla u n¢j zjiSténa velice pomaléa forma ALS, jeho

kondice se zaCala rapidné zhorSovat az po 11 letech od vyskytu prvnich ptiznak.

3.3.7 Modelové organismy pro studium ALS

Vzhledem k tomu, ze ALS je onemocnéni lidi a pacienti na ni umiraji az v poslednich
stadiich jejtho projevu, v podstaté neni mozné ziskat tkdn€¢ na vyzkum, které by byly
V mirnéj$im stadiu postupu nemoci.

ProtoZe byla shledana vysoka podobnost ALS s onemocnénim DM u psi, byl pravé
pes zvolen jako modelovy organismus pro vyzkum ALS. U psi trpicich degenerativni
myelopatii je totiz mozné provadét vyzkumy a testy na tkanich pochdzejicich z rozliénych
stadii projevu nemoci, protoze se majitelé takovychto pst mohou kdykoli rozhodnout pro
jejich eutanadzii. Vyzkum DM je tedy uzite€ny i1 pro zjiStovani pfi€in a moznych zplsobi
léceni lidské ALS (Morgan et al., 2013).

I kdyz se zvifeci modely ukazuji jako velice vyznamné, nebot’ na nich lze studovat
postup nemoci, je vzdy nutné doplnit vysledky o poznatky z lidské histopatologie a autopsie,

i kdyz se Casto jedna az o finalni stadia nemoci (Kato, 2008).
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Pes jako modelovy organismus je nejcastéji vyuzivan ke studiu histopatologickych
vzorkll, které jsou odebirany z jeho hrudni ¢asti michy, protoze ta je zodpovédnd za finalni
stadia ALS. V téchto stadiich i u lidskych pacientti atrofuji dychaci svaly a pacient umira
(Morgan et al., 2013).

Psy jako modelové organismy pro studium ALS doporucuje i Coates et al. (2009).
Uvadéji, ze psi jsou lidem podobnéjsi ve zptuisobu utvafeni nervového systém a jsou si také
vice podobni velikostné. Coz se da povazovat za vyhodu vyuziti psa oproti dal§imu
modelovému organismu — mySi domaci (Mus musculus). Nehledé na to, Ze jsou si ¢lovek

a pes blize 1 délkou trvani nemoci respektive délkou Zivota (Coates et al., 2009).

3.4 Dynaminy — DNM

Dynaminy patii do skupiny proteint, které vazi guanosintrifosfat (GTP). V organismu
se podili na bunééné signalizaci a pifenosu informaci a také se vyznamné zasluhuji
0 nitrobunécny transport. Funguji jako enzym GTPaza (GTP fosfohydrolaza), tim padem
hydrolyzuji sviij navazany GTP na GDP (guanosindifostat), ¢imz zajisti odskrceni puciciho
klatrinového vacku. Tyto vacky slouzi jako transportni systém pro molekuly sméiujici
Z Golgiho aparatu ven z buiiky a pro molekuly mifici do bunééného nitra. V tomto piipadé
pak dynamin zajisti odSkrceni vacku z plazmatické membrany (Alberts et al., 1998).

Dynamint je nékolik druhti, nejzakladné;jsi déleni predstavuje klasifikaci do tfi skupin.
Dynamin 1 (DNM1) se vyskytuje hlavné v presynaptickych neuronech v mozku a v patefi,
dynamin 2 (DNM2) je protein, ktery se nachazi ve vét$in¢ tkani organismu a dynamin 3
(DNMB3) je lokalizovan pievazné ve varlatech, avSak vyskytuje se vV mensi mife i v ostatnich

tkanich, také v mozku, a to v postsynaptickych neuronech (Praefcke a McMahon, 2004).

3.4.1 Lokalizace genii DNM

Gen pro dynamin 1 je u ¢lovéka lokalizovan na chromozomu 9 (Obar et al., 1990)
a nukleotidova databaze GenBank uvadi, ze lidsky gen DNM2 se vyskytuje na chromozomu
19 a Ze gen DNM3 je umistén na chromozomu 1.

Diky kompletni sekvenaci psiho genomu, které provedli Lindblad-Toh et al. (2005),
byly lokalizovany geny DNM také u psa. Gen DNMI se nachazi na chromozomu 9, gen

DNM2 na chromozomu 20 a gen DNM3 se vyskytuje na chromozomu 7.
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3.5 Dynamin 1 - DNM1

Dynamin 1 slouzi jako GTPéza s dulezitou funkci v centrdlni nervové soustave

(Praefcke a McMahon, 2004).

3.5.1 Enzymaticka aktivita DNM1

Jako enzym je DNMI1 nepostradatelny pouze pii zvySené neurologické stimulaci, kviili
zvySené potiebé provadét endocytozu. Pii velkém vzruSeni je totiz centralni nervova soustava
vystavena velké zatézi vzhledem k rychlému uvoliiovani velkého mnoZzstvi neurotransmiterd.
Role DNML1 je nezbytna pro udrzeni synaptického pfenosu mezi mozkem a michou. Tim, jak
enzym umozni uvolnéni synaptického vacku, reguluje tak zmény jeho velikosti a tvaru,
Vv zavislosti na stupni stimulace nervové soustavy. Jakmile ale stimul odezni, tato dilezita
funkce enzymu DNML1 v organismu opét ustava (Ferguson et al., 2007; Heymann a Hinshaw,
2009).

V huménni medicin€ byla enzymaticka aktivita DNMI1 podrobnéji studovana
v souvislosti s vyskytem Alzheimerovy choroby. Toto neurodegenerativni onemocnéni je
zpusobené ubytkem nervovych bunék a nervovych spoji a byla také prokazana vyznamné
snizena exprese genu DNM1 v mozku pacientt, kteti zemieli v disledku této choroby (Yao et

al., 2003).

3.5.2 Struktura a lokalizace genu DNM1

U cloveka se gen DNMI1, jak jiz bylo zminovano, nachazi na chromozomu 9 (Obar et
al., 1990), nicméné existuji nukleotidové sekvence vykazujici az 90 % podobnost S genem
DNML, které byly lokalizovany na chromozomu 15 a pohlavnim chromozomu Y (Makrinou
et al., 2004).

Databaze Ensembl uvadi u lidského genu DNM1 10 rtznych variant alternativniho
sestfihu, lisicich se svoji délkou, od transkripti necelych 500 bp dlouhych po transkripty
0 délce 3286 bp.

3.5.3 Gen DNM1 u psa (Canis lupus familiaris L.)

Databaze Ensembl uvadi u sekvence psiho genu DNMI1 dva alternativni sestfihy.

Jedna varianta, oznaCovana v databazi jako DNM1-201, je 2683 bp dlouha a pieklada se
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podle ni 595 AA. Tato sekvence se skladd z 18 exond. Druhd varianta je uvadéna pod
oznacenim DNM1-202, je dlouhd 2789 bp, koduje 864 AA a obsahuje 23 exontl.

OvSem uvadéna délka transkripti i aminokyselinovych fetézci je ve védeckych
publikacich nejednotna. Napiiklad Patterson et al. (2008) uvadéji, ze predikovana délka
aminokyselinové sekvence jednoho transktiptu je taktéz 864 AA, nicméné délku kratsi formy
aminokyselinového fetézce po alternativnim sestiithu uvadéji jako 845 AA. Patterson et al.
(2008) byli prvni, kdo identifikoval pozici genu DNM1 na chromozomu 9 u psa (CFA9).

3.6 Vycvikovy kolaps — EIC

Vycvikovy kolaps (EIC - exercise-induced collapse; nékdy také oznaCovany jako
exercise intolerance and collapse) je geneticky podminény syndrom, ktery se projevuje

u mladych pst pti velké fyzické ¢i mentalni zatézi (Taylor et al., 2008).

3.6.1 Projevy EIC

Vzhledem k tomu, Ze je toto onemocnéni zpisobeno mutaci v genu DNM1 (Patterson
et al.,, 2008), jak bude popsano v nasledujicich kapitolach, vznikd tak podle mutované
sekvence strukturné¢ odliSny protein, ktery neni schopen pokryt ndroky centralni nervoveé
soustavy na zvysSeny piisun neurotransmitert pti velké zatézi organismu psa. Kolaps se tedy
nemusi viibec projevit, pokud pes neni zatézi vystavovan.

Naproti tomu i postizeni psi jsou schopni vydrzet mirnou zatéz, ale jakmile je
stimulace pfili$ silnd, nervovy systém psa jiz neni schopen dostatecné reagovat na podnéty
a zacne se projevovat celkova slabost. Pokud vzruseni neustava, slabost pifejde v samotny
kolaps Jak uvadi Taylor et al. (2008), k vyvolani kolapsu sta¢i zvySena zatéz v ¢asovém
rozmezi 5 az 20 minut.

Jako prvni pfi nastupu kolapsu se projevuje slabost piedev§im zadni poloviny téla,
panevni koncetiny nejsou schopny udrzet vahu psa, ten za¢ne napadat na jednu nebo ob& nohy
a muze za sebou zadni polovinu téla tahat (Taylor et al., 2008). Neni ovSem vyjimkou piipad,
kdy se dostavuje tetraparéza a celkova neschopnost koordinovat pohyby a pes se po dobu
kolapsu prestane hybat tplné (Patterson et al., 2008). Nicméné se usuzuje, ze tyto piihody psa
neboli, nebot’ pokud nejsou jedinci pti kolapsu naprosto dezorientovani a nemohouci, snazi se

vétsina psti v béhu ¢i jiné Cinnosti, kterd kolaps ptivodila, pokracovat (Taylor et al., 2008).
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Projevy vycvikového kolapsu mohou trvat okolo péti minut, pak kolaps samovolné
odezniva. Ale jsou popsany piipady n¢kolika psii, kteti béhem kolapsu zemreli, takze se
doporucuje pti prvnich naznacich slabosti psa v praci zastavit a snazit se ho uklidnit (Taylor
et al., 2008). Pokud byl tedy pes zklidnén, m¢l by se vratit k ptivodniho stavu bez veskerych
znamek poruch koordinace do 30 minut (Patterson et al., 2008).

3.6.2 Vyskyt EIC u psu

Vycvikovy kolaps je nejvice diskutovan v souvislosti s labradorskymi retrievery
(Taylor et al., 2008; Minor et al., 2011), postihuje ale i plemena jim piibuzna a vzhledem
K tomu, ze je to nemoc dédi¢na, objevuje se i jejich kiizenct (Furrow et al., 2013). EIC byl
popsan také u plemen chesapeake bay retriever, curly coated retriever, welsh corgi pembroke,
border kolie a u jejich kiizencd (Minor et al., 2011).

Nejcastéji je popisovan vyskyt u mladych labradorit v primérném véku 14 mésict,
jinak je uvadéno rozmezi péti meésict az tii let (Taylor et al., 2008). Takovyto v€k mize
souviset se zafazenim psa do naro¢ného vycviku, pokud je lovecky veden. Byl totiz prokazan
Casty vyskyt EIC u pracovnich linii labradorskych retrievert, ktefi jsou vyuzivani v lovecké
discipling field-trial (Taylor et al., 2008; Minor et al., 2011). Minor et al. (2011) vypocitali
frekvenci mutované alely DNMI1 ve skupiné pst vyuzivanych pro field-trial, a to v rozmezi
od 17,9 % do 38 %. AvSak nejvice jedincti s homozygotni kombinaci mutovanych alel
zaznamenali mezi labradory z vystavnich linii a u lovecky vedenych pst bylo nejvice
heterozygoti (Minor et al., 2011). To je ale velice nevyhodné, protoze heterozygoti Sice
syndromem sami netrpi, ale pfedstavuji rezervoary mutované alely, kterou pak stale pienaseji
na potomstvo. Jedinci GspéSni na vystavach nejsou vétSinou pracovné vyuzivani, proto se
unich kolaps nemusel objevit. S nejvétsi pravdépodobnosti se totiz jejich organismus

nedostal do stavu tak zvySené psychické ani mentalni zatéze, pottebné pro vyvolani kolapsu.

3.6.3 Geneticka podstata EIC

Kauzalni mutaci pro rozvoj EIC popsali Patterson et al. (2008). Je to mutace v exonu 6
genu DNML1 na pozici 767. nukleotidu. Dochazi k zaméné guaninu za thymin (G767T), ktera
zpusobi zménu aminokyselinové sekvence, kde dojde k nahrazeni argininu leucinem v pozici
256 (R256L).

Onemocnéni ma autozomalné recesivni dédi¢nost. To znamend, Ze se projevi pouze

u recesivnich homozygott, ktefi maji ob¢ alely mutované (genotyp T/T). Tato kombinace alel
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se také muze oznacovat jako E/E (Taylor et al., 2008; Minor et al., 2011). U dominantnich
homozygott (genotyp G/G ¢i N/N) se vycvikovy kolaps neprojevi a heterozygoti s jednou
mutovanou alelou (G/T ¢i N/E) jim sice také netrpi, avSak tuto alelu mohou stale ptenaset
na potomky. Proto se doporucuje jedince pied zatazenim do chovu testovat, zda nejsou

nositeli mutované alely (Taylor et al., 2008).

3.6.4 Diagnostika EIC

Vycvikovy kolaps se manifestuje charakteristickymi projevy, popsanymi
v predchozich kapitolach. Houpava chilize, napadani na zadni nohy a celkova slabost pfti
velkém vzruseni (stresu) mohou byt prvnimi ndznaky, Ze pes trpi EIC.

U pst zazivajicich kolaps pti field-trialech bylo popsano zvyseni télesné teploty
behem pribéhu kolapsu na 41,7 °C (z klidovych 39 °C). To ale nemusi byt zptisobeno piimo
samotnym kolapsem, protoze i1 kdyz je klinicky zdravy pes vystaven takové fyzické
a psychické zatézi, jako jsou psi na field-trialu, dochazi u n¢j také k vyraznému zvysSeni
télesné teploty (Taylor et al., 2008).

Pro pfijeti spravné diagnozy EIC by se mély provadét genetické testy zmifiované vyse.
Ovsem kazdy pes s podezienim na EIC by mél byt nejdiive vySetien na Castéji se vyskytujici
a predevS§im léCitelna (regulovatelnd) onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni choroby,

dysplazie kyc¢elnich kloubii, anémie, respira¢ni problémy ¢i diabetes (Taylor et al., 2008).

3.6.5 Lécba EIC

Lécba EIC jako takova neexistuje, pouze se doporucuje nevystavovat psa nadmérné
zat€zi a vzrusSeni, zejména pokud se jedna o labradorského retrievera ¢i jind zminovana
plemena s predispozici nebo pokud se u psa jiz kolaps projevil. Neznamena to vSak, ze by se
se psy nemélo cvicit. Protoze jak uvadi Taylor et al. (2008), aktivity psa jako obycejny béh,
plavani, agility nebo flyball by takovyto kolaps nemély ptivodit. AvSak pii ndro¢ném
loveckém vycviku je pes ve velké psychické zatézi, vzruSeni a stresu a bohuzel neni
vyjimkou, Ze psi jsou pii praci korigovani elektronickymi vycvikovymi obojky, coZz uz tak
dost excitovanému stavu centralni nervové soustavy ke zklidnéni rozhodné neptispiva.

Pstim, kteti trpi EIC, se mohou do stravy pifidavat podpirné piipravky, jako je
L-carnitin, koenzym Q10 a riboflavin, jak doporucuji Taylor et al. (2008).
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3.7 Sekvenovani nové generace

Technologie ¢teni genomll pomoci metod sekvenovani nové generace (NGS — New
Generation Sequencing) zajistily ve svété genetiky obrovsky pokrok. Snizuji naklady na
sekvenaci i1 celkovy pottebny ¢as od pripravy vzorki po vyhodnoceni jejich kompletni
sekvence a umoziuji také detailnéjsi studium genomu z kosternich poztstatkii predkd, lepsi
charakterizaci ekologické diverzity a identifikaci dosud nezndmych ptivodcii onemocnéni
(Mardis, 2008). Tento vyznamny technologicky vzestup umoznil rozvoj personalni genomiky
a kompletnich analyz individualnich lidskych genomu, detailni analyzy transkripce RNA,
malych RNA a podrobné studium genové exprese (Ansorge, 2009).

Do sekvenacnich metod nové generace patii takzvané metody druhé generace, kam se
fadi metoda 454/Roche, ktera byla vyuzita pii feSeni diplomové prace a bude popsana
v nasledujici kapitole. Dale je sem fazena metoda llumina/Solexa, systém Life Technologies
SOLID™, Helicos Heliscope™ systém a Pacific Biosciences SMRT sekvenace (single-
molecule real-time sequencing). Sekvenace vSak vyzaduji del$i ¢as béhu, a to mezi osmi
hodinami az deseti dny (Mardis, 2008), ale pocet vyslednych ¢teni a pocet rozpoznanych bazi
je mnohem vyS8i nez pii bézné star$i metodé sekvenace Sangerovou dideoxy metodou
(Sanger et al., 1977; Mardis, 2008). U metody 454/Roche se uvadi nékolik stovek tisic
jednotlivych ¢teni a napiiklad pii pouziti metody llumina/Solexa a Applied Biosystems
SOLID™ se pocet &teni miZze navysit aZ na desitky milionti (Mardis, 2008).

Ovsem z tolika analyz je generovdno obrovské mnozstvi dat, jak uvadi Ansorge
(2009), v jednom béhu se pieCte sekvence dlouha v fadu gigabazi, takze se stale pracuje
na softwarech a algoritmech, které by data 1épe zpracovaly.

Mezi sekvena¢ni metody nové generace se fadi také metody z takzvané tfeti generace
a z generace Ctvrté. Sekvenovani tfeti generace se jinak nazyva sekvenaci jednotlivych
molekul DNA, oznacovanou jako SMS (single-molecule sequencing) (Schadt et al., 2010).

Sekvenacni metoda ¢tvrté generace je metoda pomoci sekvenace in situ (Larsson et al., 2010).

3.8 Pyrosekvenovani (metoda 454/Roche)

Pyrosekvenace je jedna z prvnich sekvena¢nich metod nové generace, ktera zacala byt

pouzivana jako vylepseni klasické sekvenace Sangerovou dideoxy termina¢ni metodou.
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Je taktéz zalozena na sekvenaci vyuzivajici syntézu komplementarniho vldkna (SBS —
sequencing-by-synthesis), avsak 1i§i se zpusobem detekce zabudovanych nukleotidii a také
postupem provedeni.

Pfi zabudovani nukleotidu do nové vznikajiciho fetézce DNA dojde k uvolnéni
pyrofosfatu (PPi) (Ronaghi et al., 1996), a metoda tak pro sledovani a vyhodnoceni reakci
vyuziva bioluminiscence, protoze uvolnény PPi je potom Vv n€kolika enzymatickych krocich
konvertovan na svételny signal (Ahmadian et al., 2006). Jednoduché schéma pyrosekvenace
je znazornéno na obrazku 9. Podrobné vyobrazeni celého pribéhu pyrosekvenace je

zobrazeno v priloze 1.

Obrazek 9: Princip pyrosekvenacni reakce.

(upraveno podle Agah et al., 2004)

Polymeraza

ACCTTGAGTACCATCTAGGA—~-----=--
TGGTAG-—-——-—-—- =

> |

dATP .
PPi

* ATPsulfurylaza
Apyraza
ATP

(dNMP Luciferaza

Svétlo

Vysvétlivky: DNA polymeraza zabuduje nukleotidy (ANTP, zde na ptikladu dATP) do nové vznikajiciho
fetézce. Tim je uvolnén anorganicky fosfat (PPi), ktery je enzymem ATP sulfuryldzou konvertovan na ATP
(adenosintrifosfat), jenz poskytuje dostatek energie k vyzafeni svétla prostiednictvim enzymu luciferazy.
Nukleotidy jsou nasledné rozkladany apyrazou na jednodussi slozky (nukleotidmonofosfaty, zde (d)NMP).

Oproti klasickym star§Sim metoddm sekvenace DNA je pyrosekvenace vyhodnéjsi
vV tom, ze zde neni potieba pouzivat znacené primery, znacené nukleotidy a ani se vzorky
nemusi hodnotit na gelové elektroforéze (Ronaghi, 2001). Dalsi vyhodou je fakt, Ze
pyrosekvenator umoziuje sekvenaci vét§iho mnozstvi nukleotidd a také lze zahajit sekvenaci

mnohem vétsiho poctu vzorkil najednou (oproti star§Sim metoddm), ¢imzZ se urychli i celkovy
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¢as a mohou zde najednou probihat sekvenace fragmentit DNA, pochazejicich od rozdilnych
jedinct (Mardis, 2008).

Pyrosekvenace ma ovsem i n€kolik nevyhod. Dfive byl neptiznivé hodnocen krok
s odmyvanim nezabudovanych nukleotidii od templatu DNA. Pak se ale zacal k reakéni smé&si
pridavat enzym apyraza, ktery tyto nukleotidy pfimo degraduje a likviduje také prebyte¢ny
adenosintrifosfat (ATP) mezi kazdym cyklem (Ronaghi et al., 1998). Také se musi zajistit,
aby prvni ¢tyfi osekvenované nukleotidy byly TCGA, kvili spravné kalibraci signalu. I pfesto
se ale Spatné interpretuji homopolymerni oblasti obsahujici vice nez Sest stejnych nukleotidl
za sebou, protoze dojde k vyzafeni znasobeného svételného signalu. Tim padem se v téchto
oblastech mohou vyskytovat chyby pii detekci deleci a inzerci (Ansorge, 2009).

Naproti tomu se velice zifidka objevuji chyby Cteni zplisobené substituci, protoze
zabudovani kazdé dal§i baze je vysoce specifické diky regulovanému piisunu novych
nukleotidi. Tyto chyby ve Cteni zplisobené pozitivnimi nebo negativnimi posuny cteciho
ramce lze ¢asteéné vyfesit pridavkem SSB (single strand binding) proteinta (Mardis, 2008).
SSB proteiny se totiz navazi na DNA, ktera se diky vazbé stabilizuje, a zabrani se tak vzniku
nezadoucich sekundarnich struktur na jednotetézcovém vlakné. Jak uvadi Ahmadian et al.
(2006), vazba SSB proteinti ma proto pozitivni vliv na pfesnost sekvenace a mnohonasobné
zvysuje délku jednotlivych Cteni.

Dnes se vyuzivaji pyrosekvenatory firmy Roche (454 Life Sciences), a to sekvenator
Roche GS-20, ktery byl zaveden jako prvni pro komer¢ni ucely (Rothberg a Leamon, 2008).
Déle byl vyvinut sekvenator Roche GS FLX a pozdéji jeho upravena verze Roche GS FLX
Junior (McGinn a Gut, 2012).

Pyrosekvenovani se sklada z n¢kolika zakladnich krokt. Prvnim krokem je piiprava
DNA knihovny, nasleduje emulzni PCR (emPCR) a nakonec vlastni sekvenace. Jednotlivé

kroky jsou blize popsany v nasledujicich kapitolach.

3.8.1 Priprava DNA knihovny

Pro ptipravu knihovny je zapotiebi dlouhou genomovou dvouvldknovou DNA
(dsDNA — double stranded DNA) rozstépit na kratké fragmenty a oddélit od sebe jednotliva
vlédkna. To se provadi procesem nebulizace, coz je promyvani vzorku dusikem, ktery zptsobi
nahodné zlomy dsDNA molekul na fragmenty o délce 400 az 600 bazi. Poté se k 5' a 3' konci
vlaken DNA musi ptidat 454 sekvencni adaptery, které jsou dlouhé okolo 30 bp. Tyto

adaptery zajisti prichyceni ke specialni agar6zové mikrokulicce, na které probihaji reakce
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a ktera také usnadnuje pozdé€jsi manipulaci s fragmenty DNA, jejich purifikaci, kvantifikaci
I vlastni sekvenaci (Rothberg a Leamon, 2008). Adaptery také obsahuji také MID sekvence
(multiple identify sequence), jez umoziuji identifikaci jednotlivych vzorkti (Roche, 2012b).
Jakmile je DNA rozdélena na mensi fragmenty, smichaji se se smési mikrokulicek
0 pruméru 28 um. Mikrokulicky nesou specifické oligonukleotidy, které jsou komplementarni
k 454 sekven¢nim adapterum. Takto se kulicky spoji s jednotlivymi DNA fragmenty. AvSak
napojeni je nahodné, nejde presné urcit, kam a na jakou kulicku se DNA navaze, proto musi
nasledovat proces odstranéni piebyteCnych kulicek, které neobsahuji zadny navéazany

fragment ¢i jich maji na sobé navazano vice (Mardis, 2008).

3.8.2 Emulzni PCR - emPCR

Pro spravny pribéh emPCR (polymerase chain reaction) je tedy potteba zajistit, aby se
amplifikovaly pouze specifické fragmenty jednofetézcové DNA (SSDNA — single stranded
DNA) napojené na jednu kulicku a aby byly malé fragmenty DNA pted zahajenim emPCR
odmyty.

Dale se ve zkumavkach vytvofi homogenni smés, kterd obsahuje reakéni smés pro
polymerazovou fetézovou reakci a vSe je ponofeno ve specialnim oleji. Timto zptisobem se
utvofi emulze voda-olej, ve které probiha emPCR, diky které¢ se dany fragment DNA
amplifikuje. Kazda mikrokulicka tedy poté slouZzi jako samostatny mikroreaktor. Paraleln¢ tak
dochazi k amplifikaci na vSech kulickach a po skonéeni reakci je na kazdé kuli¢ce navazano
okolo 10" kopii pivodniho fragmentu DNA. Soubor viech téchto kuli¢ek slouzi jako DNA
knihovna, ktera je dale vyuzivana pii sekvenaci (Mardis, 2008; Ansorge, 2009).

3.8.3 Vlastni pyrosekvenace

Po emPCR a denaturaci fragmentti DNA je kazda kulicka obsahujici jeden fragment
DNA umisténa do samostatné jamky na specialni pikotitra¢ni desticku (PTP — PicoTiterPlate),
kde probiha sekvenace (Ansorge, 2009). Kazda jamka je hluboka 55 um, aby se do ni vesla
presné jedna kulicka nesouci DNA spole¢né s dal§imi sekvena¢nimi komponenty. Ty se do
jamek na desti¢ku rozd€luji pomoci centrifugace (Roche, 2012c).

Za pikotitra¢ni desti¢kou je umisténa CCD kamera (the charge-coupled device), ktera
umozni zachyceni svétleného signalu emitovanych fotont z kazdého jednotlivé jamky, kde

probiha sekvenaéni reakce (Margulies et al., 2005).
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Aby mohla sekvenace probé¢hnout, musi se ke vzorkim DNA do jednotlivych jamek
pridat reakéni smés obsahujici enzymy dulezité pro jeji spravny pribéh. Smés se sklada
z DNA polymerazy, ATP sulfulyrdzy a luciferdzy, které jsou taktéz imobilizované
na mikrokulickach, nicméné ty jsou mensi nez kulicky s DNA (Margulies et al., 2005).

Polymeraza pouzivand pro pyrosekvenaci je nejcastéji Klenowiv fragment DNA
polymeraza 1 izolovana z bakterie Escherichia coli. Enzym ATP sulfurylaza se izoluje
z rekombinantni kvasinky Saccharomyces cerevisiae a enzym luciferaza je nejCastéji
puvodem ze svétlusky Photinus pyralis (Ronaghi, 2001). Tato luciferaza produkuje svétlo
vV rozmezi vinové délky od 550 do 590 nm (Ahmadian et al., 2006).

Reakéni smés muze také obsahovat enzym apyrazu, ktery odbourava nezabudované
nukleotidy a prebyte¢né ATP. Tento systém vyuzivajici apyrazu se nazyva pyrosekvenac¢ni
systém ¢tyf enzyma (Ronaghi et al., 1998). Kromé téchto enzymi je v reakci piitomen
specialni substrat adenosin fosfosulfat (APS) a D-luciferin (Ahmadian et al., 2006). Také se
doporucuje pridavek vyse zminovanych SSB proteini (Ahmadian et al., 2006; Mardis, 2008).

Samoziejmé se k reakci musi jesté dodat i jednotlivé nukleotidy, aby se mohl
syntetizovat komplementarni fetézec DNA. Ty se ptidavaji jednotlivé v cyklech
a ve stanoveném potadi. Jakmile se zabuduje spravny nukleotid do nového fetézce, syntéza se
pozastavi a DNA polymeraza ¢eka na dal$i nukleotid (Metzker, 2010).

Polymeraza timto piidavanim nukleotidi zajisti elongaci vlakna DNA, sulfurylaza
a luciferaza indukuji, pfes nékolik enzymatickych kroka popsanych v dalsi kapitole, vyzareni
fotonu a svételny signal je pak zachycen CCD kamerou. Na kazdy zabudovany nukleotid,
ktery poskytne jedna kulicka, obsahujici asi 10 milion kopii ptivodniho DNA vldkna, se
vyzati az 10 tisic fotonti (Margulies et al., 2005).

Potadi veskerych zabudovanych nukleotidi se nasledné¢ hodnoti na flowgramu,
ze kterého je patrna sekvence vlakna DNA (Metzker, 2010). Samotnou Kinetiku enzymi
ucastnicich se reakce Ize sledovat z dalsiho grafického zobrazeni, a to z pyrogramu. Aktivita
DNA polymerazy a ATP sulfurylazy se da urcit ze sklonu vzestupné kiivky, vyska kiivky
udava aktivitu luciferazy a ze sklonu sestupného zaktiveni lze odvodit G¢innost odstranovani
nukleotidti (Ronaghi, 2001). Cést pyrogramu je uvedena na obrazku 10.

Vsechny tyto enzymatické reakce probihaji velice rychle, jak uvadi Ronaghi (2001),
pfeména PPi na ATP trva asi 1,5 sekundy a vyzéfeni svételného signalu diky luciferaze

probéhne béhem dalsich 0,2 sekund.
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Obrazek 10: Vystup z pyrosekvenace — pyrogram.
(upraveno podle Ronaghi, 2001)
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3.8.4 Schéma reakci probihajicich pri pyrosekvenovani

Jako prvni reakce musi probéhnout polymerace DNA, aby se prodlouzil pavodni
fetézec. Pii zabudovani kazdého nukleotidu (ANTP, kde N je kterakoli baze — A, T, C nebo G)
dojde k uvolnéni pyrofosfatu (PPi):

1) (DNA), +dNTP — (DNA)n1 + PP;

Uvolnény PPi slouzi jako reakéni substrat pro enzym ATP sulfurylazu, ktera

produkuje adenosintrifosfat (ATP) a sulfat (SO42'):
2) PP;+ APS — ATP + S04~
Vznikajici ATP poskytuje dostatek energie na to, aby enzym luciferdza zoxidoval

luciferin a doSlo tak z vyzafeni svétleného signalu. Vyzafené svétlo je pfimo imérné poctu

zabudovanych nukleotidi (Ronaghi, 2001).
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Také dojde mimo jiné ke vzniku adenosinmonofosfaitu (AMP) a oxidu uhli¢itého

(COy). Tyto dvé reakce probéhnou pouze tehdy, dojde-li k zabudovani spravného nukleotidu:

3) luciferaza + D-luciferin + ATP — luciferaza—luciferin~AMP + PP;

4) luciferaza—luciferin~AMP + O; — luciferaza + oxyluciferin + AMP + CO; + svétlo

Nasledné¢ musi dojit k odbourdni nezabudovanych nukleotidti a piebytecného ATP

pomoci enzymu apyrazy. ATP se degraduje na AMP a deoxynukleotidtrifosfaty se méni na

deoxynukleotidmonofosfaty (ANMP) za soucasného uvolnéni anorganického fosfatu (P;).

5) ATP — AMP + 2P;

6) dNTP — dNMP + 2P;
(Ahmadian et al., 2006)
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Vybér hodnocenych jedincii pro analyzy DNA

Diplomova prace je zaméfena na studium kauzalnich mutaci genu SODI,
zpusobujicich degenerativni myelopatii (DM), a mutaci genu DNM1, ktera zapficinuje
syndrom vycvikového kolapsu (EIC). Na zéklad¢ studia védecké literatury byl vybran soubor
psich plemen, u kterych se zmiiované nemoci vyskytuji, nicméné byla testovana i plemena,
u kterych zatim vyskyt popsan nebyl.

Pro usnadnéni orientace mezi jednotlivymi vzorky a také vzhledem k zachovani
anonymity psu, respektive majitelii, kteti dovolili poskytnout DNA svych psi pro testovani,

se jednotlivé vzorky oznacily zkratkou plemene a pofadovym Cislem.

4.1.1 Plemena psi a zastupci vlka eurasijského pouzita pro pyrosekvenaci

Do experimentt bylo zahrnuto 22 pst (Canis lupus familiaris L.) a 2 zastupci vlka
eurasijského (Canis lupus lupus L.). Z plemen psu bylo sekvenovano 18 jedinci plemene
ceskoslovensky vI¢ak a 1 pes plemene labradorsky retriever. U plemene ¢eskoslovensky vicak
byli sekvenovani jedinci, ktefi s hlediska kauzalni mutace genu SODI1 byli nemutovani
homozygoti, mutovani homozygoti a heterozygoti. Labradorsky retriever byl z hlediska
kauzalni mutace pro genu DNM1 heterozygot.

Pti pyrosekvenaci byly preCteny nejen geny SOD1 a DNMI, ale i kandidatni geny
zpusobujici kryptorchismus (HOXAL0, INSL3, INHA a TIMP1), které budou popsany v jiné
diplomové praci na stejném Skolicim pracovisti. Proto 1 zde jsou zafazeny vzorky od tii
kryptorchidnich pst, a to jeden zastupce plemene border kolie, dalsSim sekvenovanym
plemenem byl border teriér a jako posledni kryptorchidni jedinec byl pes plemene pudl

Celkem tedy probihala sekvenace DNA pochézejici od 24 jedincti.

4.1.2 Plemena psu pouzita pro detekci kauzalnich mutaci geni SODI1

a DNM1 pomoci PCR-RFLP

Vybér plemen pro aplikaci molekularnich markerti byl zvolen s ohledem na plemenné
predispozice ke studovanym onemocnénim.
DM se vyskytuje nejcastéji u némeckych ovcaki, a protoze Ceskoslovensky vicak

vznikl kfizenim tohoto plemene s eurasijskym vikem (Canis lupus lupus L.), Ize tedy i u n¢j
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ocekavat vyskyt daného onemocnéni. Do analyz genu SOD1 bylo zahrnuto celkem 1002
jedinct plemene ceskoslovensky vi¢ak.

EIC je naproti tomu charakteristické pro labradorské retrievery. Proto bylo do analyz
zahrnuto 98 zastupcii tohoto plemene.

Soucasn¢ byla analyzovana dvé dalsi plemena — border kolie a bearded kolie,
u kterych nejsou z védeckych publikaci znamé informace o predispozicich ani k jedné
z chorob. Byla hodnoceno 104 jedinct plemene border kolie a 116 jedinct plemene bearded
kolie.

4.2 1lzolace genomické DNA

4.2.1 Odbér bunék bukalnich sliznic

Vzorky genomické DNA pochéazeji z bunck bukdlni sliznice jednotlivych pst (¢i
vlkt). Buiiky byly odebrany neinvazivni metodou stiranim povrchu bukalni sliznice pomoci
sterilniho cytologického kartacku (Lotus Global Co., Ltd.). Ten byl nasledn¢ dukladné
vysusen, vlozen do ¢isté papirové obalky a ulozen do mraziciho boxu, kde byl ponechan pti

-20 °C, nez byla provedena samotna izolace DNA.

4.2.2 Vlastni izolace DNA

K izolaci genomické DNA byl pouzit kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel).

Izolace byla provedena dle manualu vyrobce.

4.2.3 Vyhodnoceni kvality a kvantity izolované DNA

Pro posouzeni vysokomolekularity izolované DNA byla pouzita metoda
elektroforetické separace v cele SubCell (BioRad), pfi konstantnim napéti 120 V po dobu 60
minut. Pro separaci byl vyuZit 1 % agar6zovy gel s ptidavkem 1 x TBE pufru, jehoZz sloZeni je
uvedeno v piiloze 2. Pro digitalizaci vyslednych elektroforeogramti byl pouzit ptistroj GelDoc
(BioRad) a program QuantityOne (BioRad).

Vytéznost DNA byla zjiStovana UV-spektrofotometrickou metodou pomoci
automatického  pfistroje NanoPhotometer (Implen). Tento  mikroobjemovy

UV-spektrofotometr provéii kazdy vzorek pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm
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a nasledné¢ vyhodnoti poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230. Z poméru jednotlivych
absorbanci se ziskaji vysledky o Cistoté ¢i o piipadné kontaminaci DNA organickymi latkami.
Viechny vzorky extrahované DNA byly nafedény na konstantni koncentraci 5 ng . pl™

1x TE pufrem, jehoz slozeni je uvedeno v ptiloze 2.

4.3 Ziskani amplikoni studovanych geni pomoci long-range
PCR

4.3.1 Navrzeni primera pro amplifikaci genu SOD1

Pro navrzeni primer byl pouzit program Primer3 Input v.0.4.0 (Rozen a Skaletsky,
2000) a bylo vyuzito sekvence genu SODI, publikované v databazi Ensembl pod ozna¢enim
ENSCAFG00000008859.

K amplifikaci celého genu SOD1 bylo tfeba navrhnout vice part primerti s ohledem na
jeho velikost a strukturu. Pomoci primerti uvedenych v tabulce 1 byly amplifikovany dva
fragmenty. Prvni fragment je dale pro lepsi piechlednost oznacovan jako fragment A a druhy

fragment je oznacovan jako fragment B.

Tabulka 1: Navrzené primery pro amplifikaci fragmentd genu SOD1.

Gen Fragment Primer Sekvence primeru 5’ - 3°
A (4816 bp) F CCCCTCTAATGGGAGGAGAGTGGAGAA
SOD1 R TGCGGGCTTGAATGAGAATTGAAGAAA
B (7989 bp) F CACCCAGGCGCCCTTCTTCTGCTTTA
R GACCGGGACAGGCACAGAGACTTGGA

4.3.2 NavrZeni primeri pro amplifikaci fragmentu genu DNM1

Vzhledem k velikosti a struktute genu DNM1 byla k amplifikaci vybrana pouze oblast
lemujici exon 6, ve kterém se vyskytuje kauzalni mutace zpisobujici EIC u psu (Patterson et
al., 2008). Byl tedy navrzen jeden par primerd pomoci programu Primer3 Input v.0.4.0
(Rozen a Skaletsky, 2000). Dale bylo vyuzito sekvence genu DNMI, ktera je volné pfistupna
z databaze Ensembl pod ozna¢enim ENSCAFGO00000020082. Pti pouZiti téchto dvou primeri

vznikl vysledny fragment dlouhy 3814 bp. Jejich sekvence jsou znazornény v tabulce 2.
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Tabulka 2: Navrzené primery pro amplifikaci fragmentu genu DNML1.

Gen Primer Sekvence primeru 5' - 3'
DNM1 F CTCTCAAGGTTGCCAAGGAGGTGGA
R GTCTGGGGTAAAGAGCCCCGTTCTG

4.3.3 Podminky amplifikace fragmentii genii SOD1

Slozeni reakéni smési pro long-range PCR je uvedeno v tabulce 3. Teplotni a ¢asové

podminky této amplifikace jsou =znazornény v tabulce 4. Amplifikace probihala
v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad).

Tabulka 3: Slozeni reakéni smési pro long-range PCR amplifikaci fragmentu genu SOD1.

Komponenty Koncentrace

DNA *

long PCR buffer 1x
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,2 mM
primer F 0,4 uM
primer R 0,4 uM
long-range PCR enzyme mix (Thermo Scientific) 2 U

Vysvétlivky: (*) — pro amplifikaci fragmentu A genu SOD1 bylo pouZito 30 ng DNA; pro amplifikaci fragmentu
B genu SOD1 bylo pouzito 60 ng DNA.

Tabulka 4: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace fragmenti genu SODI.

Proces Teplota [°C] | Délka cyklu [min] [ Pocet cykla
pocate¢ni denaturace 94 4 1
denaturace 94 0,5 35
annealing + elongace 68 *

Vysvétlivky: (*) — u fragmentu A probihaly tyto kroky 4 minuty; u fragmentu B probihaly tyto kroky 7 minut.

4.3.4 Podminky amplifikace fragmentu geniit DNM1

SloZeni reakéni smési pro long-range PCR amplifikaci fragmentu genu DNM1 je

znazornéno v tabulce 5 a teplotni a ¢asovy profil reakci v tabulce 6. K amplifikaci byl pouzit
termocykler C1000™ Thermal Cycler (BioRad).
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Tabulka 5: Slozeni reakéni smési pro long-range PCR amplifikaci fragmentu genu DNM1.

Komponenty Koncentrace

DNA 30 ng
long PCR buffer 1x
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,2 mM
primer F 0,4 uM
primer R 0,4 uM
long-range PCR enzyme mix (Thermo Scientific) 2 U

Tabulka 6: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace fragmentu genu DNM1.

Proces Teplota [°C] | Délka cyklu [min] Pocet cykli

pocateéni denaturace 94 3 1
denaturace 94 0,5
annealing + elongace 68 4 10
denaturace 94 0,5

: 4 24
annealing + elongace 68 + 2 sekundy/cyklus
finalni elongace 68 10 1

4.4 Pyrosekvenace genii SOD1 a DNM1

Pro pyrosekvenaci byl pouzit sekvenator GS Junior System (GS Junior Titanium
Series) firmy Roche (454 Life Sciences Corporation). Sekvenovano bylo Sest genii — SOD1,
DNM1, INSL3, HOXA10, INHA a TIMP1. Celkem bylo sekvenovano 24 genotyp.

4.4.1 Priprava DNA knihovny

Ptiprava DNA knihovny se skladd z nékolika za sebou navazujicich kroki, které jsou

bliZze popsany v nasledujicich oddilech.

Fragmentace DNA

Pro ptipravu knihovny je nutné nejdiive DNA rozstépit na krat$i fragmenty o délce asi
400 az 600 bp. Fragmentace byla provedena nebulizaci pomoci dusiku. Usp&snost nebulizace
byla ovétfena pomoci gelové elektroforézy prostiednictvim zatizeni FlashGel System (Lonza).

Postupovalo se piesné podle jednotlivych krokt popsanych v manudlu doddvaném vyrobcem
(Roche, 2012b).
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Uprava 5' a 3' konci fragmentii DNA

Vzhledem k tomu, Zze se DNA nebulizaci nahodn¢ rozstépila na fragmenty s rizné
utvarenymi 5' a 3' konci (tupé i lepivé), musely se fragmenty poté specialné upravit, aby na né
byly spravné napojeny adaptery potiebné pro pozdgjsi manipulaci se vzorky DNA. Uprava
byla provedena kitem End Repair mix (Roche), jehoz slozeni a podrobny postup upravy
koncii je popsan v manualu (Roche, 2012b). Reakce probihaly v termocykleru C1000™
Thermal Cycler (BioRad) za pouziti doporucovaného End Repair programu 20 minut
pii 25 °C, nasledovaného 20-ti minutovym cyklem pi#i 72 °C. Poté se vzorky v termocykleru
ochladily na teplotu 4 °C (Roche, 2012b).

Ligace adapteri

Pro pyrosekvenaci byla zvolena metoda znac¢eni @ manipulace se vzorky DNA pomoci
adapterii. Adaptery byly pfipojeny k tupym koncim jednotlivych fragmentii pomoci DNA
ligazy. Poté byly vzorky 5 sekund vortexovany, 2 sekundy centrifugovany a inkubovany

10 minut pii 25 °C v termocykleru.

Odstranéni pirebytecnych fragmenti DNA

Pfed emPCR muselo byt provedeno odstranéni malych fragmenti DNA pomoci
specialnich kulicek AMPure beads (Roche). Tento krok probihal piesné podle manualu
(Roche, 2012b).

Kvantifikace DNA knihovny

Kvantifikace DNA knihovny probéhla pomoci TBS 380 Fluorometru (Turner
Biosystems). Pro kvantifikaci byla vytvoiena kalibra¢ni kiivka s vyuzitim kitu Quant-iT™
PicoGreen® dsDNA Assay Kit (Life Technologies). Bylo postupovano podle kroku
popsanych v manualu (Roche, 2012b). Na zakladé kvantifikace byly vzorky nafedény
vpoméru 1 : 1, to znamend takovym zpusobem, Zze na kazdou jednu amplifika¢ni kulicku

piipada jedna molekula DNA.

4.4.2 Emulzni PCR

Pro spravny pribéh emPCR bylo zapotiebi vytvofit homogenni smés obsahujici
nasledujici komponenty — reakéni smés Live Amp Mix (Roche), emulzni olej GS Junior
Titanium emPCR Oil (Roche) a vytvofenou DNA knihovnu. Ptiprava vzorki a piesné sloZeni
roztokl je podrobné popsano vV manudlu (Roche, 2012a). Teplotni a casové podminky reakce

jsou znazornény v tabulce 7.
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Tabulka 7: Teplotni a ¢asovy profil emPCR.

Proces Teplota [°C] Délka cyklu [min] | Pocet cykla
pocateéni denaturace 94 4 1
denaturace 94 0,5
annealing 58 4,5 50
elongace 68 0,5
zavérefny cyklus 10 — -

Enrichment mikrokuli¢ek s DNA

Pro spravny pribeéh pyrosekvenace musi byt ve zkumavkach ptitomny mikrokulicky
nesouci miliony kopii amplifikovaného fragmentu DNA a zbylé kulicky bez fragmentd DNA
musi byt odmyty. K odmyti vedla fada krokt, pti nichz byl pouzit isopropanol a specialni
pufry, jejichz sloZeni a podrobny postup promyvani je uveden v manualu (Roche, 2012a).

4.4.3 Priprava na pyrosekvenaci a vlastni pyrosekvenace

Pro piipravu pyrosekvenaéni reakce byly pouzity dva kity, a to GS Junior Titanium
Sequencing Kit (Roche) v kombinaci s druhym kitem GS Junior Titanium PicoTiterPlate Kit
(Roche). Do jednotlivych jamek mikrotitra¢ni desticky PicoTiterPlate (PTP) byly pomoci
centrifugace postupné rozlévany roztoky srozdilnymi reakénimi komponenty spole¢né
s mikrokulickami s navazanou DNA. Tim bylo docileno obsazeni kazdé jednotlivé jamky
Ctyfmi vrstvami raznych mikrokulicek véetné jedné mikrokulicky obsahujici DNA. Konkrétni
kroky piipravy PTP desti¢ky jsou uvedeny v manualu (Roche, 2012c), kde je také popsano
sloZzeni jednotlivych roztokli. Ve finalnim kroku se PTP umistila do nosice PicoTiterPlate
Cartridge (Roche), kde probihala vlastni sekvenace. Snimani svételného signalu
Z jednotlivych jamek bylo zajisténo pomoci CCD kamery, umisténé na spodni stran¢ PTP

desticky.

4.5 Zpracovani dat ziskanych pomoci pyrosekvenace

Po Gspé&sné dokoncené pyrosekvenaci byla ziskand data zpracovana pomoci programu
GS Reference Mapper software (Roche). Tento program vyhodnocuje sekvence testované

DNA na zéklad€ porovnani s referencni sekvenci jednotlivych genti. Vysledkem jsou tabulky
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jednotlivych polymorfnich mist, jimiz se dané vzorky odliSuji od referenéni sekvence. Jako

polymorfismus program vyhodnoti jednotlivé SNP i rizné dlouhé¢ inzerce a delece.

45.1 Filtrovani dat

Kazdé polymorfni misto bylo na zakladé MID sekvence piitazeno danym jedinctim,
od nichz DNA pochazela. Jednotliva polymorfni mista byla dale charakterizovana pomoci
n€kolika tdaji zahrnujicich pozici v sekvenci, typ mutace, celkovy pocet ¢teni polymorfniho
mista a procento ¢tenych molekul s danym typem zmény oproti referen¢ni sekvenci.

Polymorfni misto je definované tak, ze udava konkrétni misto v referen¢ni sekvenci
s vyskytem dané mutace. Jako referencni sekvence byla pro pyrosekvenaci genu SOD1
pouzita Cast sekvence uvedend v databdzi Ensembl pod identifikacnim cislem
ENSCAFG00000008859 a rovnéz pro gen DNM1 byla pouzita jako referen¢ni sekvence ¢ast
tohoto genu uvedena pod ozna¢enim ENSCAFG00000020082 v databazi Ensembl.

Pokud byla frekvence vyskytu polymorfismu rovna 100 %, lze usuzovat, Ze je dany
jedinec homozygot, protoze se tento polymorfismus vyskytuje na obou alelach ptislusného
genu. Pokud byla frekvence 50 %, byl jedinec oznaCen na heterozygota, protoze mél tim
padem mutovanou pouze jednu alelu. OvSem ne u vSech jedinci bylo vyhodnoceni takto
pfesné. Objevovaly se i frekvence nizs$i nez 50 %, které byly vyhodnocovany taktéZ jako
heterozygoti a naopak pii frekvencich mezi 50 % a 100 % byli jedinci hodnoceni
jako homozygoti.

U nékterych polymorfismti byly zjistény velice nizké frekvence jejich vyskytu. Tyto
hodnoty, které byly mensi nez 10 %, byly z vystupové datové tabulky manualné odstranény
(filtrovany). PfiCina jejich vzniku mohla spocivat v chimérickém zaloZeni nékterych geni

nebo Vv teoreticky mozné chybovosti pyrosekvenace.

4.6 Haplotypy geni SOD1 a DNMI1 a jejich bioinformatické

vyhodnoceni

4.6.1 Definice haplotypt

Vystupem z programu GS Reference Mapper (Roche) jsou informace o lokalizacich

jednotlivych polymorfismi vzhledem Kk referencni sekvenci. Jedinci, u kterych neni
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polymorfismus zobrazen, vykazuji v daném misté¢ zcela identickou sekvenci, jakou méla
sekvence referencni. Z vystupu tohoto programu vyplyva, ze je schopen identifikovat
homozygotni, respektive heterozygotni kombinace detekovanych polymorfismi. Vzhledem
K tomu, ze pro vyhodnoceni podobnosti mezi sekvencemi byl pouzit program MEGA 6.0
(Tamura et al., 2013), bylo nutné ze ziskanych sekvenci vytvofit haplotypy.

Haplotyp jsem definovala jako sekvenci, kterd nese vSechny mutace u dané¢ho jedince
bez ohledu na to, zdali se tyto mutace vyskytovaly v homozygotnich nebo heterozygotnich
kombinacich. Jinymi slovy lze fici, ze haplotypy pouZivané v diplomové praci neodpovidaji
konkrétnim alelickych kombinacim jednotlivych jedinct, ale predstavuji sekvenci genu
hypotetického jedince, ktery by mél vSechny detekované mutace v homozygotni sestave.
Dutivodem takto vytvofenych haplotypi je skute¢nost, Ze program MEGA 6.0 (Tamura et al.,
2013) nedokaze vyhodnocovat heterozygotni kombinace.

U jednotlivych haplotypti exonovych ¢asti geni SOD1 a DNMI byla pomoci
programu BioEdit 7.0.5.2 (Hall, 1999) simulovana translace s cilem stanovit pofadi

aminokyselin kodované témito haplotypy.

4.6.2 Vyhodnoceni podobnosti mezi haplotypy genii SOD1 a DNM1

na zakladé kladogrami

Sekvence haplotypt byly podrobeny kladogramové studii pomoci programu MEGA
6.0 (Tamura et al., 2013). Tento program vyzaduje pied vlastni analyzou provedeni
mnohocetného srovnavani — multiple alignment. Tento alignment byl proveden pomoci
programu BioEdit (Hall, 1999), ktery v sob¢ zahrnuje algoritmus ClustalW (Thompson et al.,
1994). Pro porovnani vzorki vedouci k nalezeni homologickych sekvenci byla pouzita funkce
Full Multiple Alignment a Bootstrap NJ Tree. Vlastni porovnani bylo provedeno pii
1 000 000 bootstrapt.

Takto zpracovana data byla nasledn¢ analyzovana programem MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013). Pro tvorbu kladogramii byla pouzita metoda maximalni vérohodnosti
(ML — Maximum Likelihood). Tato metoda umoziuje vyhodnocovat rizné mutac¢ni rychlosti,
proto byl pro kazdy kladogram vybiran nejoptimalngjsi model pomoci vypocétené hodnoty
BIC (Bayesian Information Criterion) (Nei a Kumar, 2000). Kladogramy byly sestaveny
na zakladé 2 000 bootstrapi. V tabulce 8 jsou uvedeny modely, které byly pouzity

pfi hodnoceni sekven¢nich polymorfismt. Nekteré skupiny haplotypi (oblasti gentt), uvedené
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Vv tabulce 8, nemohly byt programem vyhodnoceny. Kladogramy mohou byt sestaveny pouze

pti vyskytu alespon ¢tyt haplotypii, coz u n€kolika skupin nebylo splnéno.

Tabulka 8: Modely metody ML pouzité pro hodnoceni variability studovanych haplotypt.

Gen Oblast genu Statisticky model Auto¥i modelu
3'downstream sekvence T92 Tamura (1992)
exon2+3+4+5 nelze hodnotit pro maly pocet haplotypti

soD1 intron 2-3 HKY Hasegawa et al. (1985)
intron 3-4 T92 Tamura (1992)
intron 4-5 T92 Tamura (1992)
AA sekvence nelze hodnotit pro maly pocet haplotypil
exony 6 + 7 JC | Jukes a Cantor (1969)
intron 5-6 nelze hodnotit pro maly pocet haplotypil
intron 6-7 nelze hodnotit pro maly pocet haplotypil
DNM1 | intron 7-8 Jc | Jukes a Cantor (1969)
intron 8-9 nelze hodnotit pro maly pocet haplotypii
intron 9-10 nelze hodnotit pro maly pocet haplotypt
intron 10-11 JC | Jukes a Cantor (1969)
AA sekvence nelze hodnotit pro maly pocet haplotypii

4.7 Detekce kauzalni mutace genu SOD1 vedouci k DM u psi
pomoci PCR-RFLP

4.7.1 Navrzeni PCR-RFLP markeru mutace genu SOD1

Pro vlastni navrzeni markeru mutace v genu SODI1, ktera zptsobuje degenerativni
myelopatii, bylo vyuzito studie Awano et al. (2009). Autofi této studic uvadéji, Ze geneticka
podstata onemocnéni spo¢iva v tranzici guaninu za adenin na pozici 118. nukleotidu
(c.118G>A) v exonu 2 genu SOD1. Pro experimenty v diplomové praci bylo vyuzito sekvenci

primerq, které popsali Awano et al. (2009) a jsou uvedeny v tabulce 9.

Tabulka 9: Primery pouzité pro amplifikaci PCR-RFLP markeru genu SOD1.

Gen Primer Sekvence primeru 5' - 3'
SOD1 F AGTGGGCCTGTTGTGGTATCA
R CTCCAAACTGATGGACGTGGAAT
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Pro uréeni mista nasedani primerti bylo vyuzito databaze GenBank a sekvence mMRNA
genu SOD1, kterou aktualizovali Crisp et al. (2013) a v databazi je uvedena pod oznaenim
NM_001003035.1.

4.7.2 Vybér enzymu pro restrikéni Stépeni PCR fragmentu genu SOD1

Pro specifické restrikéni Stépeni, které by odliSilo mutovanou a nemutovanou alelu
genu SOD1, byl zvolen enzym Eco571, a to pomoci programu Webcutter 2.0, ktery je volné
piistupny na internetové adrese http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/. Tento enzym ma

charakteristické restrik¢éni misto, které je znazornéno na obrazku 11.

Obrazek 11: Charakteristické restrikéni misto enzymu Eco571.
.. CTIGIAAG (N)I6"
. GACTTC (N)l4.

Lad

L

.

'y

Enzym Eco571 tedy Stépi sekvenci DNA 16 nukleotidd za rozpoznavanym
palindromem. PCR produkt ma velikost 79 bp pied Stépenim a po $tépeni by mély byt
u nemutovanych alel detekovatelné dva fragmenty o velikosti 17 bp a 62 bp.

Marker vykazuje kodominantni charakter, takze u heterozygotl by se mély vyskytovat
tfi fragmenty o velikosti 17 bp, 62 bp a 79 bp. Naproti tomu mutovanou alelu enzym Eco571
nebude Stépit vibec, protoze tato alela neobsahuje palindrom, ktery enzym rozpoznava.
V pozici tfetiho nukleotidu palindromu se totiz u takovychto alel vyskytuje mutovany adenin
(A) namisto guaninu (G), ktery je na vyobrazeni restrikéniho mista zvyraznén cervenym

rameckem.

4.7.3 Amplifikace fragmentii genu SOD1 pomoci PCR-RFLP

Pro amplifikaci byla pouzita jiz zmifiovana dvojice primerd, jak je publikovali Awano
et al. (2009). Reakce probihala v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad). Jeji

sloZeni je uvedeno v tabulce 10 a teplotni a casové podminky jsou shrnuty v tabulce 11.
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Tabulka 10: Slozeni reakéni smési pro amplifikaci PCR-RFLP markeru genu SOD1.

Komponenty reakce Koncentrace

DNA 20ng. 12,5 plt
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 1,5 mM
KCI 50 mM
primer F 0,4 uM
primer R 0,4 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng. 12,5 plt
enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2 mM

Taq polymeriza (Roche) 0,5U.12,5ul*

Tabulka 11: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace PCR-RFLP markeru genu SOD1.

Proces Teplota [°C] [Délka cyklu [min] | Pocet cykli
pocateéni denaturace 95 3 1
denaturace 95 0,5
annealing 60 40 sekund 30
elongace 72 40 sekund
zavérecna elongace 72 7 1

4.7.4 Restrikéni Stépeni PCR fragmentu genu SOD1

Restrikéni $t&peni probihalo v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad).
Slozeni reak¢éni smési je uvedeno v tabulce 12. Teplotni a ¢asové podminky reakci byly

stanoveny na 37 °C po dobu 7 hodin.

Tabulka 12: Slozeni reakéni smési pro restrikéni §tépeni fragmentu genu SODI.

Komponenty reakce MnoZstvi
PCR produkt 5,15 ul
10 x Pufr G (Thermo Scientific) 1,2 ul
0,5 mM SAM (Thermo Scientific) 0,24 ul
Eco571 (Acul) (Thermo Scientific) 0,5 ul
ddH,O 4,91 ul
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Pro identifikaci vyslednych fragmenti byla pouzita agar6zova elektroforéza. Separace
jednotlivych fragmentd probihala v cele SubCell (BioRad) pii konstantnim napéti 120 V
po dobu 40-ti minut pii laboratorni teploté. Jako separa¢ni médium byl vyuzit 5 % agar6zovy
gel s ptidavkem 1 x TBE pufru, jehoZ sloZeni je uvedeno v piiloze 2.

Fragmenty DNA byly kvuli zviditelnéni obarveny ethidiumbromidem a vysledné
elektroforeogramy byly zobrazeny ptistrojem GelDoc (BioRad) a zaznamenany pomoci
programu QuantityOne (BioRad).

4.8 Detekce kauzalni mutace genu DNM1 vedouci k EIC u pst
pomoci PCR-RFLP

4.8.1 Navrzeni PCR-RFLP markeru mutace genu DNM1

Pro navrzeni PCR-RFLP markeru mutace genu DNM1 zpusobujici vycvikovy kolaps
(EIC) u pst byly vyuzity informace ze studie Patterson et al. (2008), kde je uvedena piesna
lokalizace genu na chromozomu 9. Dale byla pro navrzeni markeru vyuzita databaze
GenBank, kde byla nalezena sekvence genu DNM1 pod ozna¢enim EU707921.

Sekvence nukleotidli, lemujici okoli misto kauzalni mutace, byla pouzita pro navrzeni
primerd, ktery by dany usek ohranicovaly. Pro navrzeni takovychto primerti byl pouzit
program Primer3 Input v.0.4.0 (Rozen a Skaletsky, 2000). Charakteristiky navrzenych
primert jsou uvedeny na obrazku 12. Jak je patrno z tohoto obrazku, vysledny produkt
amplifikace je velky 295 bp.

Sekvence jednotlivych primerti jsou pro pichlednost uvedeny jest¢ i1 v nasledujici

tabulce 13.

Tabulka 13: Navrzené primery pro amplifikaci PCR-RFLP markeru genu DNML1.

Gen Primer Sekvence primeru 5' - 3'
DNML1 F CTTCTTCACCCCACCCTGT
R CCTGTTGGTCACCTTCACAA
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Obrazek 12: Charakteristiky navrzenych primerd pro PCR-RFLP detekci kauzalni mutace
genu DNMI1 souvisejici s EIC u pst.

(upraveno podle vystupu z programu Primer3, Rozen a Skaletsky, 2000)

Primer3 Output

No mispriming library specified
Using l-based secquence positions

OLIGO start len T gck any 3' seq
LEFT PRIMER 1 19 59.95 57.89 2.00 1.00 CTTCTTCACCCCACCCTGT
RIGHT PRIMER 295 20 59.57 50.00 5.00 1.00 CCTGTTGGTCACCTTCACAA

SEQUENCE SIZE: 295
INCLUDED REGION SIZE: 295

PRODUCT SIZE: 295, PAIR ANY COMPL: 3.00, PAIR 3' COMPL: 2.00

1 CTTCTTCACCCCACCCTGTGCGAGGCTGGTTGCCCCTGACTTCGGCCCCCTTCCACAGGC
P> > > > Pl

61 TACATAGGGGTGGTAAACCGAAGCCAGAAGGACATTGATGGCAAGAAGGACATCTCAGCT

121 GCCTTGGCCGCTGAACGCAAGTTCTTTCTCTCCCACCCATCCTACCGCCACTTGGCGGAC

181 CGCATGGGCACACCCTACCTACAGAAGGTCCTCAACCAGGTAAGGAACTCAGGCCTGGGG

241 MAAAGCAGCGCGGGGACAGGTATATTTAAATGTGTTTTGTGAAGGTGACCAACAGG
LLLLLLLLLLLLLLLLLLLKL

KEYS (in order of precedence):
>>>>>> left primer
<<<<<< right primer

4.8.2 Vybér enzymu pro restrikéni Stépeni PCR fragmentu genu DNM1

Pro vybér restrikéniho enzymu, ktery by specificky $tépil ziskany PCR produkt, aby se
dala odlisit mutovana a nemutovana alela, byl pouzit program NEBcutter V2.0, ktery je volné
piistupny na internetové adrese http://tools.neb.com/NEBcutter2/.

Byl vybran enzym Smll, ktery ma své charakteristické restrikéni misto. To je

znazornéno na obrazku 13.

Obrazek 13: Charakteristické restrikéni misto enzymu Smil.

5 . CTTIYRAG.3
3 _GARYT.C..S
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Enzym SmlI bude $tépit mutovanou alelu (T) na dva fragmenty o velikosti 136 bp
a 159 bp. U nemutované alely (G) restrikéni $tépeni probihat nebude, protoze neobsahuje
specificky palindrom. Naproti tomu u heterozygotit budou po restrikénim §tépeni vznikat tii

fragmenty o velikosti 136 bp, 159 bp a 295 bp.

4.8.3 Amplifikace fragmentu genu DNM1 pomoci PCR-RFLP

Amplifikace probihala v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad). Slozeni
amplifikaéni reakce je popsano vtabulce 14 a teplotni a casové podminky jsou

charakterizovany v tabulce 15.

Tabulka 14: Slozeni reakéni smési pro amplifikaci PCR-RFLP markeru genu DNML1.

Komponenty reakce Koncentrace

DNA 20ng . 12,5 pl*
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
primer F 0,2 uM
primer R 0,2 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng. 12,5 ult
enhancer - TMA oxalat (Top Bio) 2 mM

Taq polymeraza (Roche) 05U.125 pl*

Tabulka 15: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace PCR-RFLP markeru genu DNM1.

Proces Teplota [°C] Délka cyklu [min] | Pocet cykli
pocate¢ni denaturace 95 3 1
denaturace 95 0,5
annealing 57 40 sekund 35
elongace 72 50 sekund
zavérecfna elongace 72 7 1

45



4.8.4 Restrikéni Stépeni PCR fragmentu genu DNM1

Restrikéni §tépeni probihalo v termocykleru C1000™ Thermal Cycler (BioRad).
Teplotni a ¢asové podminky reakci byly stanoveny na 55 °C po dobu 16 hodin. Slozeni

reak¢ni smési pro restrikéni §tépeni je uvedeno v tabulce 16.

Tabulka 16: Slozeni reakéni smési pro restrikéni §té€peni fragmentu genu DNM1.

Komponenty reakce MnoZstvi
PCR produkt 5,15 ul
10 x Pufr Tango (Thermo Scientific) 1,0 pl
Smll (Smol) (Thermo Scientific) 0,5 ul
ddH,0 6,0 ul

Pro detekci polymorfismli musela byt poté provedena gelova elektroforéza. Separace
jednotlivych fragmentli probihala v cele SubCell (BioRad) pifi konstantnim napéti
120 V po dobu 40 minut. Pro separaci byl pouzit 4 % agardzovy gel v 1 x TBE pufru, jehoz
slozeni je uvedeno v pfiloze 2.

Fragmenty DNA byly vizualizovany pomoci ethidiumbromidu a elektroforeogramy

zaznamenany piistrojem GelDoc (BioRad) s pomoci programu QuantityOne (BioRad).

4.9 Vyhodnoceni frekvenci mutovanych a nemutovanych alel

geni SOD1 a DNMI1 z pohledu populacni genetiky

Vzhledem k tomu, Ze oba pouzité PCR-RFLP markery vykazovaly kodominantni
charakter, bylo mozné u kazdého hodnoceného jedince odliSit dominantni a recesivni

homozygoty i heterozygoty. Tyto tdaje byly vyhodnoceny z hlediska popula¢ni genetiky.

4.9.1 Pozorovana heterozygotnost — Ho

Pozorovana heterozygotnost je definovana jako podil mezi poétem heterozygotnich
jedinct v daném markeru z celkového poctu hodnocenych jedinct (Paule, 1992). Pro vypocet

pozorované heterozygotnosti byl pouzit vzorec podle Gillet et al. (2005):

Ho = Zpg

<j
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4.9.2 Ocekavana heterozygotnost — Hg

Ocekéavana heterozygotnost je definovana jako hodnota, kterd odpovidd podilu
ocekavanych heterozygot v populaci, jez vykazuje rovnovahu podle Hardy-Weinbergova

zakona (Nei, 1972). Pro vypocet oCekavané heterozygotnosti byl pouzit nasledujici vzorec:

H:=1-Y p,

4.9.3 Stupen inbreedingu — Fs

Diplomova prace byla zaméfena na hodnoceni alelickych frekvenci u plemen psi
chovanych c¢lovékem. Lze tudiZz pfedpokladat, Ze zasah ¢lovéka pi1 vybéru chovnych part
mize teoreticky navodit inbreeding v populaci. Z hlediska dvou studovanych genti SOD1
a DNML1 byl koeficient inbreedingu vypocitan podle vzorce, ktery uvadi Dorak (2004):

_ H-H.
H;

E

I3

4.9.4 Simulace dopadu uplné selekce proti homozygotnim jedincim

nesoucim mutované alely genii SOD1 a DNM1

Vzhledem k tomu, Ze ziskané o¢ekavané a pozorované heterozygotnosti nasvédc¢ovaly,
7ze populace byly v rovnovaze podle Hardy-Weinbergova zakona, byla provedena
matematicka simulace snizovani frekvence mutované recesivni alely v disledku 5, 10, 15 a 20
generaci upIné selekce vii¢i jedincim s homozygotni kombinaci alel. Pro vypocet byl pouzit
nasledujici vzorec, kde hodnota qg odpovidala frekvenci mutované alely ve vychozi generaci
populace a hodnota g, odpovidala frekvenci mutované alely po 5, 10, 15 a 20 generacich (n)

uplné selekce:

" 1+ngq,
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5. VYSLEDKY

5.1 Variabilita sekvenci geni SOD1 a DNMI1 stanovena

na zakladé pyrosekvenace

Program GS Reference Mapper (Roche) zpracovava vysledky pyrosekvenace
tabulkovou formou.

U genu SODI1 byla pyrosekvenacni analyza zaméfena na cely gen mimo exon 1
a intron 1-2. Divodem, pro¢ byla sekvenovana pouze tato Cast genu, je skuteCnost, ze
sekvence exonu 1, kterou na zakladé cDNA charakterizovali Green et al. (2002), nebyla
doposud lokalizovana v celkové sekvenci genomu psa.

U genu DNML1 byla pyrosekvenace zaméfena na exony 6 az 10 a na introny, které je
oddéluji. Duvodem v tomto piipadé byla skuteCnost, Ze délka celého genu DNML1 je rovna
57 930 bp a takovyto usek DNA nebylo mozné cely amplifikovat pouzitou long-range
polymerazou. Sekvenovana ¢ast genu DNM1 byla vybrana s ohledem na exon 6, ve kterém se

nachazi kauzalni mutace onemocnéni EIC u pst.

5.1.1 Polymorfismy nalezené v pyrosekvenované ¢asti genu SOD1

V nasledujicich c¢tyfech castech tabulky 18 je uveden pichled detekovanych
polymorfismd, které byly ziskany diky programu GS Reference Mapper (Roche) na zakladé
porovnani s referenéni sekvenci. Ta byla vytvofena ze sekvence genu SODI1 uvedené
v databazi Ensembl pod oznacenim ENSCAFG00000008859.

Pro usnadnéni orientace mezi jednotlivymi vzorky bylo kazdému genotypu ptifazeno

specifické oznaceni. Jednotliva oznaceni jsou vysvétlena v nasledujici tabulce ¢islo 17.

Tabulka 17: Oznaceni jednotlivych vzorklt DNA pouzitych pfi pyrosekvenaci.

Plemeno Oznacdeni Popis
border kolie BOC-KR4 Kryptorchismus
border terier BRT-KR1 kryptorchismus

CVSl1, CVS2, CVS3, CVSs4, CVS6, CVS10,
CVSI11, CVS12, CVS13, CVS14, CVS15,
CVSl1e6, CVS17, CVS18, CVS20, CVS21,
CVS23, CVS24

ceskoslovensky vI¢ak

labradorsky retriever | LAB3 -

pudl P-KR3 kryptorchismus

vlk eurasijsky Canis lupus lupus 27/11, Canis lupus lupus 168/1 -
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Tabulka 18 (¢ast 1/4): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu SODI.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid | Nukleotid | Poget | ok once
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence v referené_ni v sekvenovaném | ¢teni poly?nozfismu

pozice pozice sekvenci vzorku vzorku [%]
CSV10 1067 1067 exon 2 G A 10 100
CSV1l 1067 1067 exon 2 G A 6 33
CSV12 1067 1067 exon 2 G A 7 100
CSV14 1067 1067 exon 2 G A 20 30
CSV15s 1067 1067 exon 2 G A 9 100
CSV18 1067 1067 exon 2 G A 13 100
CSv23 1067 1067 exon 2 G A 5 100
CSV24 1067 1067 exon 2 G A 2 100
CSV3 1067 1067 exon 2 G A 3 100
CSV4 1067 1067 exon 2 G A 3 100
CSV6 1067 1067 exon 2 G A 8 50
CSV1 1215 1215 intron 2-3 A T 7 86
CSV10 1215 1215 intron 2-3 A T 9 56
CSV15 1215 1215 intron 2-3 A T 15 53
CSVe6 1328 1328 intron 2-3 T G 7 100
CSV1 1427 1427 intron 2-3 A G 6 33
CSV16 1427 1427 intron 2-3 A G 8 37
CSv23 1427 1427 intron 2-3 A G 9 33
CSV1 1430 1430 intron 2-3 A T 6 33
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Tabulka 18 (¢ast 2/4): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu SODI.

Lokalizace
polymorfismu Nukleotid | Nukleotid | Poget | ' Iexvence
Oznaceni vzorku s v, , Cast sekvence V referencni | v sekvenovaném | ¢teni vyskyt_u
Zacat_ecm Konc_ova sl el vzorku polymorfismu
pozice pozice [%0]
CSV16 1430 1430 intron 2-3 A T 8 37
CSv23 1430 1430 intron 2-3 A T 9 33
CSV13 1620 1620 intron 2-3 G 2 100
CSV15 2007 2007 intron 2-3 T G 23 48
CSV14 2014 2014 intron 2-3 T - 35 26
LAB3 2038 2038 intron 2-3 A C 21 100
CSV1 2039 2039 intron 2-3 A T 3 67
Canis lupus lupus 27/11 2039 2039 intron 2-3 A T 5 80
CSV1 2180 2180 intron 2-3 A T 4 75
Canis lupus lupus 168/1 2180 2180 intron 2-3 A T 11 45
CSV4 2732 2732 intron 2-3 T G 7 71
CSV12 2746 2746 intron 2-3 T - 9 56
CSv23 3040 3040 intron 3-4 G C 6 33
BOC-KR4 3212 3212 intron 3-4 T C 17 12
BRT-KR1 3589 3589 intron 3-4 T - 2 100
BOC-KR4 3837 3837 intron 4-5 T C 12 17
BOC-KR4 3937 3937 intron 4-5 A C 12 17
CSV1 4029 4029 intron 4-5 C G 5 60
CSV1l 4029 4029 intron 4-5 C G 7 29
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Tabulka 18 (¢ast 3/4): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu SODI.

Lokalizace
polymorfismu Nukleotid | Nukleotid | Potet | I roKvence
Oznaceni vzorku s v, , Cast sekvence V referencni | v sekvenovaném | ¢teni vyskyt_u
Zacat_ecm Konc_ova sl el vzorku polymorfismu
pozice pozice [%0]
CSV14 4029 4029 intron 4-5 C G 28 46
CSV6 4029 4029 intron 4-5 C G 6 100
BOC-KR4 4029 4029 intron 4-5 C G 9 56
CSv21 4201 4202 intron 4-5 AG - 23 43
LAB3 4388 4388 intron 4-5 A G 19 16
CSV6 4475 4475 intron 4-5 - C 2 100
CSV14 4497 4498 intron 4-5 TT - 18 17
CSV15 4497 4498 intron 4-5 TT A 17 18
CSV15 4497 4498 intron 4-5 TT - 17 29
CSV24 4497 4497 intron 4-5 T A 2 100
CSV3 4498 4498 intron 4-5 T A 9 22
CSV3 4498 4498 intron 4-5 T - 9 56
CSV17 5819 5819 3' downstream sekvence A G 3 67
CSV11 6690 6690 3' downstream sekvence A T 4 75
CSV15 6702 6702 3' downstream sekvence A - 11 27
Canis lupus lupus 168/1 7143 7143 3' downstream sekvence A - 11 82
CSV15 7613 7613 3' downstream sekvence A C 6 67
CSV10 7614 7614 3' downstream sekvence - C 3 100
CSV15 7614 7614 3' downstream sekvence A - 6 67
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Tabulka 18 (¢ast 4/4): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu SODI.

. Nukleotid Nukleotid Do || e
. Lokalizace * . v . e vyskytu
Oznaceni vzorku . Cast sekvence V referenc¢ni | vV sekvenovaném | c¢teni -
polymorfismu . polymorfismu

sekvenci vzorku vzorku (%]
Canis lupus lupus 168/1 7614 7614 3' downstream sekvence A - 10 40
CSv4 7616 7616 3' downstream sekvence A - 2 100
Canis lupus lupus 27/11 7934 7934 3' downstream sekvence C T 100
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5.1.2 Polymorfismy nalezené v pyrosekvenované ¢asti genu DNM1

V nasledujicich Sesti ¢astech tabulky 19 je uveden piehled detekovanych
polymorfismii, které byly ziskany diky programu GS Reference Mapper (Roche) na zakladé
porovnani s referenéni sekvenci. Ta byla vytvofena z ¢asti sekvence genu DNMI1 uvedené
Vv databazi Ensembl pod ozna¢enim ENSCAFG00000020082.

Sekvenovany byly stejné vzorky DNA jako u genu SODI, popsané v ptredchozi

kapitole. Oznaceni jednotlivych vzorku je vysvétleno v tabulce 17.
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Tabulka 19 (¢ast 1/6): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu DNM1.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid |  Nukleotid | Poget | ok o
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence Y, referené_ni v sekvenovaném | ¢teni poly?nozfismu
. ! sekvenci vzorku vzorku
pozice pozice [%0]
BRT-KR1 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV1 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV14 3339 3339 intron 5-6 G A 8 100
CSV15 3339 3339 intron 5-6 G A 7 100
CSV16 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV17 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV18 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV23 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV3 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
CSV4 3339 3339 intron 5-6 G A 3 100
CSV6 3339 3339 intron 5-6 G A 2 100
LAB3 3339 3339 intron 5-6 G A 5 100
Canis lupus lupus 168/1 3339 3339 intron 5-6 G A 3 100
Canis lupus lupus 27/11 3339 3339 intron 5-6 G A 4 75
BRT-KR1 3438 3438 exon 6 T C 2 100
CSV11 3468 3468 exon 6 C T 4 50
Canis lupus lupus 168/1 3468 3468 exon 6 C T 9 56
Canis lupus lupus 168/1 3533 3533 intron 6-7 C A 12 33
LAB3 3692 3692 exon 7 G T 3 67
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Tabulka 19 (¢ast 2/6): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu DNM1.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid |  Nukleotid | Poget | ok o
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence v referené_ni v sekvenovaném | c¢teni poly?nozfismu
. . sekvenci vzorku vzorku

pozice pozice [%0]

CSV10 3705 3705 exon 7 C G 5 40

CSV15s 3705 3705 exon 7 C G 4 50

CSV3 3705 3705 exon 7 C G 3 100

CSV6 3705 3705 exon 7 C G 4 50

CSV10 3786 3786 intron 7-8 A G 8 25

Canis lupus lupus 168/1 3932 3936 intron 7-8 AGAGC - 13 46
Canis lupus lupus 168/1 4018 4018 intron 7-8 T A 11 18
CSV15 4294 4294 intron 7-8 T C 5 80

CSV16 4294 4294 intron 7-8 T C 2 100

CSV24 4507 4507 intron 7-8 A - 2 100

Canis lupus lupus 168/1 4529 4529 intron 7-8 G A 18 61
CSV2 4645 4645 intron 7-8 C - 2 100

CSV16 4672 4672 intron 7-8 A - 5 100

CSV1l 4706 4706 intron 7-8 A G 2 100

CSV14 4706 4706 intron 7-8 A G 9 67

CSV16 4706 4706 intron 7-8 A G 4 100

Csv21 4706 4706 intron 7-8 A G 4 100

CSVe6 4706 4706 intron 7-8 A G 6 83

Canis lupus lupus 168/1 4706 4706 intron 7-8 A - 10 40
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Tabulka 19 (¢ast 3/6): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu DNM1.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid |  Nukleotid | Poget | ok o
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence v referené_ni v sekvenovaném | c¢teni poly?nozfismu
. . sekvenci vzorku vzorku

pozice pozice [%0]

y i AAAGAAA
CSVi14 4708 4718 intron 7-8 GAAA - 9 22
Canis lupus lupus 168/1 4718 4718 intron 7-8 A - 10 80
Canis lupus lupus 168/1 4719 4722 intron 7-8 GAAA - 10 20
CSV14 4767 4768 intron 7-8 AA - 7 43
CSV4 4767 4768 intron 7-8 AA - 4 75
CSV6 4767 4768 intron 7-8 AA - 5 100

Y . AGAAAGA
CSV14 4768 4777 intron 7-8 AAG - 7 57
CSV15 4768 4768 intron 7-8 A - 2 100
CSV14 4777 4782 intron 7-8 GAAAAA - 8 50
CSV10 5233 5233 intron 8-9 T C 16 62
CSV11 5233 5233 intron 8-9 T C 7 100
CSvVi2 5233 5233 intron 8-9 T C 2 100
CSV15 5233 5233 intron 8-9 T C 8 50
CSV16 5233 5233 intron 8-9 T C 7 43
CSV4 5233 5233 intron 8-9 T C 6 67
CSV6 5233 5233 intron 8-9 T C 7 29
Canis lupus lupus 168/1 5233 5233 intron 8-9 T C 20 100
BRT-KR1 5492 5492 intron 9-10 C G 2 100
CSV1 5492 5492 intron 9-10 C G 2 100
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Tabulka 19 (¢ast 4/6): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu DNM1.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid |  Nukleotid | Poget | ok o
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence v referené_ni v sekvenovaném | c¢teni poly?nozfismu
. . sekvenci vzorku vzorku
pozice pozice [%0]
CSV10 5492 5492 intron 9-10 C G 9 100
CSV11 5492 5492 intron 9-10 C G 3 100
CSV12 5492 5492 intron 9-10 C G 2 100
CSV13 5492 5492 intron 9-10 C G 2 100
CSV14 5492 5492 intron 9-10 C G 15 100
CSV15 5492 5492 intron 9-10 C G 9 100
CSV16 5492 5492 intron 9-10 C G 4 100
CSV18 5492 5492 intron 9-10 C G 5 100
CSV2 5492 5492 intron 9-10 C G 3 100
CSV20 5492 5492 intron 9-10 C G 2 100
CSv21 5492 5492 intron 9-10 C G 11 100
CSVv23 5492 5492 intron 9-10 C G 7 100
CSV24 5492 5492 intron 9-10 C G 9 100
CSVe6 5492 5492 intron 9-10 C G 5 100
P-KR3 5492 5492 intron 9-10 C G 8 50
BOC-KR4 5492 5492 intron 9-10 C G 11 100
LAB3 5492 5492 intron 9-10 C G 10 100
Canis lupus lupus 168/1 5492 5492 intron 9-10 C G 23 96
Canis lupus lupus 27/11 5492 5492 intron 9-10 C G 12 100
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Tabulka 19 (¢ast 5/6): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu DNM1.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid |  Nukleotid | Poget | ok o
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence v referené_ni v sekvenovaném | c¢teni poly?nozfismu
. . sekvenci vzorku vzorku
pozice pozice [%0]
CSV10 5694 5694 intron 10-11 T C 9 67
CSV11 5694 5694 intron 10-11 T C 2 100
CSV12 5694 5694 intron 10-11 T C 4 75
CSV15 5694 5694 intron 10-11 T C 11 55
P-KR3 5694 5694 intron 10-11 T C 8 37
BOC-KR4 5694 5694 intron 10-11 T C 12 67
Canis lupus lupus 168/1 5694 5694 intron 10-11 T C 16 100
Canis lupus lupus 27/11 5694 5694 intron 10-11 T C 11 64
BRT-KR1 5698 5698 intron 10-11 G - 2 100
CSV1 5698 5698 intron 10-11 G - 3 100
P-KR3 5744 5744 intron 10-11 A T 7 86
CSV10 5746 5746 intron 10-11 - CA 9 33
CSV14 5746 5746 intron 10-11 - CA 8 25
CSV15 5746 5746 intron 10-11 - CA 5 40
Csv21 5746 5746 intron 10-11 - CA 7 43
CSV24 5746 5746 intron 10-11 - CA 3 67
BOC-KR4 5746 5746 intron 10-11 - CA 8 37
Canis lupus lupus 168/1 5746 5746 intron 10-11 - CA 7 57
CSV10 5747 5750 intron 10-11 GGGA CAGG 9 33
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Tabulka 19 (¢ast 6/6): Detekované polymorfismy v riznych ¢astech genu DNM1.

Lokalizace
polymorfismu ; Nukleotid |  Nukleotid | Poget | ok o
Oznaceni vzorku Zadatetni | Koncové Cast sekvence \Y; referené_ni Vv sekvenovaném | c¢teni poly?nozfismu

. . sekvenci vzorku vzorku
pozice pozice [%0]
CSV14 5750 5751 intron 10-11 AG - 9 22
CSV15 5750 5751 intron 10-11 AG - 5 40
CSv21 5750 5751 intron 10-11 AG - 7 43
BOC-KR4 5750 5751 intron 10-11 AG - 8 37
CSV10 5752 5752 intron 10-11 T - 10 40
CSV14 6004 6004 intron 10-11 T C 7 29
CSV13 6414 6414 intron 10-11 - T 2 100
CSV1 6498 6498 intron 10-11 G A 3 67
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5.2 Haplotypy vyplyvajici z pyrosekvenace genit SOD1 a DNM1

V metodické casti diplomové prace je uvedeno, Zze haplotypy byly navrzeny
na zakladé polymorfnich sekvenci ziskanych z pyrosekvenace 24 genotypt. Haplotyp tudiz
predstavuje hypotetického jedince, ktery by mél vSechny detekované mutace v homozygotni
sestaveé. Pokud o dvou nebo vice jedincich fekneme, ze maji shodny haplotyp, znamena to, ze

se U nich vyskytovala zcela identickd kombinace nalezenych polymorfismti.

5.2.1 Haplotypy genu SOD1

V nésledujici tabulce cislo 20 je uveden piehled genotypt, které odpovidaji
jednotlivym haplotypum. Zkratky jednotlivych genotypt jsou vysvétleny v tabulce 17

a referen¢ni sekvence jednotlivych gent jsou zde oznaceny zkratkou ref.seq..

Tabulka 20 (¢ast 1/2): Prehled pyrosekvenovanych genotypt SOD1 odpovidajicich
jednotlivym haplotyptim.

Gen | Cast sekvence | Haplotyp Genotyp

1 CSV6

2 CSV4

3 CSV23, CSV26

4 CSV14

5 LAB3

6 Canis lupus lupus 27/11

itron 2-3 ; ((%gr\l;sléupus lupus 168/1

9 CSV13

CSV3, CSV21,CSV17, CSV24, CSV11, CSV2,
SOD1 10 CSV18, CSV20, BRT-KR1, P-KR3, BOC-KR4,

ref.seq.

11 CSV1

12 CSV15

13 CSV10

1 CSV23

2 BOC-KR4

3 BRT-KR1

intron 3-4 CSV1, CSv2, CSV3, CSv4, CSV6, CSVIO,

CSV11, CSV12, CSV13, CSV14, CSV15, CSV1e,

4 CSV17, CSV18, CSV20, CSV21, CSV24, LAB3,
P-KR3, Canis lupus lupus 27/11, Canis lupus lupus
168/1
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Tabulka 20 (¢ast 2/2): Prehled pyrosekvenovanych genotypi SOD1 odpovidajicich
jednotlivym haplotypim.

Gen | Cast sekvence | Haplotyp Genotyp

1 BOC-KR4

CSV6

CSV14

CSV1, CSV11

CSV21

LAB3

CSV3

CSV24

CSVI15

CSV4, CSV10, CSV12, CSV13, CSV17, CSV23,
CSvi16, CSV2, CSV18, CSV20, BRT-KR1, P-
KR3, Canis lupus lupus 27/11, Canis lupus lupus
168/1, ref.seq.

CSV17

CSVl1

CSVI15

Canis lupus lupus 168/1

CSV10

CSV4

Canis lupus lupus 27/11

CSV3, CSV14, CSV6, CSV21, CSV12, CSV13,
8 CSv24, CsVi1, €SV23, CSV16, CSV2, CSVIS,
CSV20, BRT-KR1, P-KR3, BOC-KR4, LABS3,
ref.seq.

intron 4-5

OO |NO OB W

[EEN
o

SOD1

3'downstream
sekvence

N[OOI~ WN|E-

5.2.2 Haplotypy genu DNM1

V tabulce 21 je uveden piehled genotypii, které odpovidaji jednotlivym haplotyptim. Zkratky

jednotlivych genotypu jsou vysvétleny v tabulce 17.

Tabulka 21 (€ast 1/2): Prehled pyrosekvenovanych genotyptit DNM1 odpovidajicich

jednotlivym haplotyptim.
Gen | Cast sekvence | Haplotyp Genotyp
1 BRT-KR1
2 CSV11, Canis lupus lupus 168/1
3 LAB3
DNM1 | exon6+7 4 CSV10, CSV6, CSV3, CSV15

CSV14, CSV24, CSV1, CSV4, CSV16, CSV2,
5 CSV12, CSV20, CSV23, CSV13, CSV17, CSV1S,
CSV21, P-KR3, BOC-KR4, Canis lupus lupus
27111, ref.seq.
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Tabulka 21 (¢ast 2/2): Prehled pyrosekvenovanych genotypi DNM1 odpovidajicich
jednotlivym haplotypim.

Gen | Cast sekvence | Haplotyp Genotyp
1 CSV10

2 Canis lupus lupus 168/1

3 CSVI15

4 CSV16

CSV12, CSV18, CSV20, CSV23, CSV3, CSV17,
CSV13, CSV2, CSVI, CSV24, BRT-KR1, P-KR3,
BOC-KR4, ref.seq.

CSV4

CSV14

CSV6

CSV21, CSV11

CSV13

CSV2, CSV4, CSV6, CSVI6, CSV20, CSV23,
CSV3, CSV17, CSV18, LAB3, ref.seq.

CSV1

BRT-KR1

Csv2l

CSV14

CSV24

CSV15, BOC-KR4

Canis lupus lupus 168/1

P-KR3

CSV10

CSV11, CSV12, Canis lupus lupus 27/

intron 7-8

ol

DNM1

intron 10-11

e
ol lalo|loNoluoswl N |P|o|o|N| o

5.2.3 Charakterizace aminokyselin kodovanych haplotypy geni SODI1
a DNM1

Z hlediska dédi¢nosti a fenotypového projevu se predpoklada, ze kauzalni mutace
obou studovanych genl vykazuji recesivni charakter. To znamena, Ze fenotypovy projev
onemocnéni DM a EIC se projevi u recesivnich homozygotti, ktefi maji obé dvé alely
mutované. Z téchto davodi byly sekvence exonovych &asti genu SOD1 a DNMI
vyhodnoceny programem BioEdit (Hall, 1999), ktery provedl simulaci translace. Byly tak
ziskany aminokyselinové sekvence, které odpovidaji jedincim s odliSnymi haplotypy
v exonovych castech studovanych gentl.

Vysledky této analyzy zndzornuji obrazky 14 a 15. Program BioEdit (Hall, 1999)
zaznamenava aminokyseliny pomoci mezinarodniho koédu IUPAC (International Union

of Pure and Aplied Chemistry — www.uipac.org). Program BioEdit (Hall, 1999) provadi
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mnohonasobné srovnavani (alignment) sekvenci na principu vyhledavani oblasti s identickym
nebo velmi podobnym potadim aminokyselin.

Na nasledujicich obrazcich 14 a 15 jsou shodné aminokyseliny oznaceny teckou.
Aminokyselina, ktera zpusobuje variabilitu mezi porovnavanymi polypeptidy, je oznatena

pismennym symbolem UIPAC.
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Obrazek 14: Aminokyselinova sekvence polypeptidu kédovana haplotypy genu SOD1 odpovidajici exonim 2 az 5.

J"TTI""ITT?Y""'ITT"I"'TIT"'I'YT?I""I'T?']""ITT"I"!TI77"I"TTI""I‘T?’I""ITTY'I
e || 10 20 30 40 50 &0 70 g0 20
SOD1 protein exony 2-5 haplotyp 1|[GSGEVVVEGTITGLTEGEHGFHVHQFGDNTQGCTSAGPHFNPLSRKHGGPKDQERHVGDLGNVTAGRDGVAIVSIEDSLIALSGDY STIGRTMVY
S0D1 protein exony 2-5 haplotyp 2 e K

_:J""IVVYV""V'IVYVI’IT"VIVV!’I’I'VV
=) 100 110 120
S0D1 protein exony 2-5 haplotyp 1 HERRDDLGRGDNEESTQTGNAGSRLACGVIGIAR
S0D1 protein exony 2-5 haplotyp 2 3

..............................

Obrazek 15: Aminokyselinova sekvence polypeptidu kédovana haplotypy genu DNM1 odpovidajici exonim 6 a 7.

JY'Y'I"T'I'Y'YI'Y'TIY'Y'I"T'I'T'YIY"'IY'T'I'Y"I'T'TIT'Y'I""I'Y'YIYV"IT'Y'I'Y"I"
- 10 20 30 40 50 &0 70 80

DNM1 protein exony 6-7 haplotyp 1 QRTIGVITKLDIMDEGTDARDVLENKLLEPLRRGYIGVVNRSQRDIDGKRDI S4ALAAERKFFLSHP SYRHLADRMGTEYLORVLNQ
DNM1 protein exony 6-7 haplotyp 2
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5.3 Hodnoceni variability pyrosekvenovanych c¢asti genu SOD1

a DNM1 pomoci kladogrami

V nésledujicich kapitolach jsou uvedeny a popsany kladogramy u takovych ¢asti gent
SOD1 a DNM1, kde byl splnén limit minimalniho poétu ¢tyt haplotypd, které umoznily
programu MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) provést bootstrapy nutné pro vytvofeni stromu.

5.3.1 Kladogramy zpracované na zakladé sekvenci ¢asti genu SOD1

U genu SODI1 byly blize charakterizovany Ctyii casti, které budou nyni popséany.
Kladogramy zndzornuji evolu¢ni podobnosti mezi jednotlivymi sekvencemi a vypovidaji
0 jejich moZzném spole¢ném piuvodu. Byly tvofeny pomoci programu MEGA 6.0 (Tamura et
al., 2013), ktery na zékladé origindlniho stromu vyclenoval dané pocty vétvi. Uvedené
kladogramy byly tvofeny pomoci metody maximalni vérohodnosti (ML), liSilo se pouze

pouziti jednotlivych modeld, které jsou uvedeny Vv tabulce 8.

SOD1 intron 2-3
Kladogram uvedeny na obrazku 16 byl vytvofen pomoci metody ML, kde pro vlastni
konstrukei stromu byl pouzit model podle Hasegawa et al. (1985). Tento kladogram vykazuje

nejvyssi hodnotu logaritmu pravdépodobnosti -2315,42.

Obrazek 16: Kladogram znazornujici sekven¢ni podobnosti haplotypu intronu 2-3 genu
SOD1.
(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

S0D1 intron 2-3 haplotyp 1
SOD1 intron 2-3 haplotyp 4

SOD1 intron 2-3 haplotyp 2
SOD1 intron 2-3 haplotyp 8

SOD1 intron 2-3 haplotyp 5
SOD1 intron 2-3 haplotyp 9

5g [ SOD1 intron 2-3 haplotyp 10

SOD1 intron 2-3 haplotyp B
a ISOD1 intron 2-3 haplotyp 12
64150D1 intron 23 haplotyp 13
S0D1 intron 2-3 haplotyp 7

SOD1 intron 2-3 haplotyp 3

SOD1 intron 2-3 haplotyp 11

—
0.0002
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Tento strom znazornuje skutecnost, ze se z haplotypu 3 vyvinuly dvé evolucni vétve,
kdy se v jedné z nich jako samostatny unikatni vzor vyclenil haplotyp 11 a ve druhé jsou
obsazeny haplotypy zbyvajici. Ty se ovSem dale déli na n€kolik sekvenéné blizsich skupin,

pricemz haplotypy 12 a 13 jsou nejvzdalené;jsi, navzajem jsou si ale sekvencén¢ podobné.

SOD1 intron 3-4
Pro znazornéni kladogramu intronu 3-4 genu SODI1 byl pouzit model se tiemi
parametry podle Tamura (1992). Kladogram odpovida stromu, kde byla stanovena nejvyssi

hodnota logaritmu pravdépodobnosti na -1141,55. Strom je uveden na obrazku 17.

Obrazek 17: Kladogram znazornujici sekvenc¢ni podobnosti haplotyptu intronu 3-4 genu
SODL.
(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

S0D1 intron 3-4 haplotyp 3
S0D1 intron 3-4 haplotyp 4

S0D1 intron 3-4 haplotyp 2
S0D1 intron 3-4 haplotyp 1

0.0002

Program MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) vyc¢lenil tfi samostatné vétve. Haplotyp 1
a2 jsou evolu¢né vzdalené od zbylych dvou haplotypli, mezi kterymi byla nalezena vétsi
podobnost. Z kladogramu dale vyplyva, Ze se haplotypy 1 a 2 vyvinuly z puvodnich
haplotypii 3 a 4.

SOD1 intron 4-5
K sestaveni kladogramu intronu 4-5 genu SODI1 byl vyuzit tii parametrovy model
podle Tamura (1992). Kladogram vykazuje nejvy$si hodnotu logaritmu pravdépodobnosti

-1440,16 a je zndzornén na obrazku 18.
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Obrazek 18: Kladogram znazornujici sekvenc¢ni podobnosti haplotypt intronu 4-5 genu
SODL1.

(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

S0D1 intron 4-5 haplotyp 8
S0D1 intron 4-5 haplotyp 9
g3 | S0D1 intron 4-5 haplotyp 7
S0D1 intron 4-5 haplotyp 5

S0D1 intran 4-5 haplotyp B

S0D1 intron 4-5 haplotyp 10
S0D1 intron 4-5 haplotyp 2
S0D1 intron 4-5 haplotyp 3
=0D1 intron 4-5 haplotyp 4

S0D1 intron 4-5 haplotyp 1

]
0.0002

Zde se ze sekvenéné podobnych haplotypt 2, 3 a 4 vyclenily dvé vétve: jedna
obsahujici haplotyp 1 a druhd, kterd se dale Cleni na tfi skupiny. Haplotyp 6 je sekvencné
nejvzdalenéjsi od piivodnich vétvi. Obsahuje tedy nejvice polymorfismii oproti haplotypiim 2,
3ad.

3'downstream sekvence
Na obrazku 19 je znazornén kladogram, ktery byl sestaven pomoci modelu se tfemi

parametry podle Tamura (1992). Tento kladogram odpovida stromu s nejvy$si hodnotou

logaritmu pravdépodobnosti -5679,31.
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Obrazek 19: Kladogram znazornujici sekvenéni podobnosti haplotypd 3'downstream
sekvence za genem SOD1.
(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

S0D1 3'down. seq. haplotyp B
S0D1 3'down. seq. haplotyp 7

S0D1 3'down. seq. haplotyp 3
S0D1 3'down. seq. haplotyp 1

S0D1 3'down. seq. haplotyp 5
S0D1 3'down. seq. haplotyp 4
S0D1 3'down. seq. haplotyp 8

S0D1 3'down. seq. haplotyp 2

0.00005

Program MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013) samostatn¢ vycClenil tfi haplotypy, a to
haplotyp 1, 2 a 7. Zbylé haplotypy byly vyhodnoceny jako sekvenéné podobné,

nevyskytovaly se mezi nimi tedy vyrazné rozdily v jednotlivych polymorfismech.

5.3.2 Kladogramy zpracované na zakladé sekvenci ¢asti genu DNM1

Kladogramy byly vytvofeny programem MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013), ktery
na zaklad¢ origindlniho stromu vyclenoval dany pocet evolu¢né rozdilnych vétvi. Uvedené
kladogramy byly sestaveny pomoci metody maximalni vérohodnosti (ML), liSilo se pouze

pouziti jednotlivych modeld, uvedenych v tabulce 8.

DNM1 exon 6 + 7

Pro konstrukci kladogramu byl pouzit model podle Jukes a Cantor (1969). Nejvyssi
hodnota logaritmu pravdépodobnosti je rovna nule. To znamenad, Ze je 100 % pravdépodobné,
7e pii daném evoluénim modelu tento strom mohl dat vzniknout uvadénym datim. Tento

kladogram je znazornén na obrazku 20.
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Obrazek 20: Kladogram zndzoriujici sekvencni podobnosti haplotypti exonu 6 a exonu 7
genu DNML1.
(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

20 DMM1 exony B a 7 haplotyp 4
13 DNM1 exony B a 7 haplotyp 5
DNM1 exony B a 7 haplotyp 3
DMM1 exony B a 7 haplotyp 2
DMM1 exony B a 7 haplotyp 1

Program zprvu vyclenil dvé samostatné vétve, kde se haplotyp 1 nejvice odliSuje
od vSech ostatnich. Z druhé vétve byl dale vydélen haplotyp 2 a nasledné se vétev opét
rozdé¢lila na dvé ramena. Haplotyp 3 byl rozliSen jako sekven¢né€ unikétni a u haplotypti 4 a 5
byla zjisténa sekvencni podobnost, nicméné vykazuji nejvétsi sekvencni vzdalenost

od haplotypu 1.

DNML1 intron 7-8
Evolu¢ni podobnosti haplotypt intronu 7-8 genu DNMI1 byly zkoumany pomoci
modelu podle Jukes a Cantor (1969). Byl sestaven kladogram, ktery vykazuje nejvyssi

hodnotu logaritmu pravdépodobnosti rovnou nule. Je znazornén na obrazku 21.

Obrazek 21: Kladogram znéazornujici sekvencni podobnosti haplotypti intronu 7-8 genu
DNML1.
(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

g —— DNM1 intron 7-8 haplotyp 7
5 L DNM1 intron 7-8 haplotyp 8
3 DNM1 intron 7-8 haplatyp 6
DMM1 intran 7-8 haplotyp 5
1 DNM1 intron 7-8 haplotyp 1
DMM1 intran 7-8 haplotyp 9
DMM1 intran 7-8 haplotyp 3
5 L———— DNM1 intron 7-8 haplotyp 4
DMM1 intran 7-8 haplotyp 2
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Na zékladé originalnitho stromu byly programem MEGAG6 (Tamura et al., 2013)
odliSeny dvé piivodni vétve. Samostatné se vyclenil haplotyp 2 a druhd vétev se dale délila
na sekvencné pribuzné haplotypy 3 a 4 a na dalsi vétev, ktera obsahuje haplotypy zbyvajici.

Evolu¢né nejvzdalengjsi od ptvodni vétve jsou haplotypy 7 a 8.

DNM1 intron 10-11
Pro konstrukci kladogramu byl pouzit model podle Jukes a Cantor (1969). Tento strom
vykazoval nejvys$s§i hodnotu logaritmu pravdépodobnosti rovnou nule. Kladogram je

znazornén na obrazku 22.

Obrazek 22: Kladogram znazoriujici sekvencni podobnosti haplotypd intronu 10-11 genu
DNML.
(vystup z programu MEGA 6.0; Tamura et al., 2013)

DMM1 intron 10-11 haplotyp 1
DNM1 intron 10-11 haplotyp 2
DMNM1 intron 10-11 haplotyp 4

e DMNM1 intron 10-11 haplotyp 5

DMM1 intron 10-11 haplotyp 3
DMM1 intron 10-11 haplotyp 6

DNM1 intron 10-11 haplotyp 7

DNM1 intron 10-11 haplotyp 10
DMM1 intron 10-11 haplotyp 12
DMM1 intron 10-11 haplotyp 8
DMM1 intron 10-11 haplotyp 9
DMM1 intron 10-11 haplotyp 11

—
0.0001

Na zaklad¢ originalniho stromu byly vyclenény dvé evolucni vétve. Z jedné se
samostatné oddélil haplotyp 10 a zbyvajici haplotypy 8, 9, 11 a 12 jsou si sekvencné blizké.
Druhé vétev v sobé zahrnuje haplotypy 3 a 6, které mezi sebou vykazuji sekvencni podobnost,

a zbylé haplotypy nevykazujici vyrazné evolucni rozdily.
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5.4 Kauzalni mutace genu SOD1 zpusobujici DM

5.4.1 Detekované alely PCR-RFLP markeru genu SOD1

Gelovou elektroforézou bylo ovéfeno, Ze pouzita dvojice primera (F -
5 AGTGGGCCTGTTGTGGTATCA 3'; R — 5 CTCCAAACTGATGGACGTGGAAT 3
Awano et al., 2009) amplifikuje ptedpokladany fragmentu o velikosti 79 bp. Tento produkt
byl monomorfni, coz znamena, ze u vSech jedinci bez ohledu na plemeno vznikal pouze
jeden amplikon s pozadovanou velikosti. Vzorovy elektroforeogram, ze kterého je patrna

velikost fragmentu pted $tépenim, je uveden na obrazku 23.

Obrazek 23: Elektroforeogram PCR-RFLP markeru genu SOD1 pied restrikénim Stépenim.

monomorfni PCR produkt

il IR

& - GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)

PCR-RFLP marker, ktery fungoval na principu specifického stépeni enzymem Ec0571
vykazoval predpokladanou specificnost, ktera korelovala s vysledky pyrosekvenace. To
znamena, ze u jedincli s obéma nemutovanymi alelami (G/G) dochazelo ke §tépeni amplikont
na dva fragmenty o velikosti 16 bp a 72 bp. Jedinci, kteti byli nositelé obou mutovanych alel
(AJA), byli charakteristi¢ti tim, ze u PCR amplikonu nedochazelo ke $tépeni. Jedinci, ktefi
byli z hlediska této mutace heterozygoti (G/A), méli v elektroforetickém profilu jeden
puvodni fragment 79 bp a dva produkty restrikéniho Stépeni 17 bp a 62 bp. Vzorovy

elektroforeogram je uveden na obrazku 24.
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Obrazek 24: Elektroforeogram PCR-RFLP markeru genu SOD1 po restrikénim §tépeni.

alelicke kombmace markeru genu SOD1

3 - GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)

5.4.2 Frekvence vyskytu mutovanych alel genu SOD1 v modelovych

populacich psi a jejich hodnoceni z hlediska populaéni genetiky

V této Casti diplomové prace byla testovana plemena border kolie, bearded kolie,
labradorsky retriever a Ceskoslovensky vl¢ak. U téchto plemen zatim nebyl v literarnich
zdrojich popsan vyskyt kauzalni mutace genu SODI1, ktera zde byla studovana. Pfi hodnoceni
jejich genotypti pomoci PCR-RFLP markeru dané mutace nebyla ani u jednoho jedince
plemen border kolie, bearded kolie a labradorskych retrievert detekovana mutovana alela.

Ze studovanych plemen se mutovana alela genu SOD1 vyskytovala pouze u plemene
eskoslovensky vi¢ak (CSV). V nasledujicich tabulkich 22 a 23 je uveden piehled vyskytu
mutovanych a nemutovanych alel genu SOD1 u ¢eskoslovenského vicaka. Vzhledem k tomu,
7ze se jednd u mutaci typu substituce, je mutace charakterizovana piimo sekvencnim

polymorfismem. Nemutovana alela je 0znacena jako G, mutovana jako A.

Tabulka 22: Skuteéné Cetnosti a relativni frekvence vyskytu kauzalni mutace genu SOD1.,

Genotyp Skutecna Cetnost vyskytu Frekvence vyskytu
G/G 559 jedinct 0,5579
G/A 384 jedinci 0,3832
AIA 59 jedinct 0,0589

Tabulka 23: Alelické frekvence markeru genu SOD1.

Alela Charakter dédi¢nosti Frekvence vyskytu
G — nemutovana dominantni 0,7495
A — mutovana recesivni 0,2505
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Z alelickych frekvenci a genotypovych frekvenci byly stanoveny hodnoty
heterozygotnosti modelové populace ¢eskoslovenského vicaka. Pozorovana heterozygotnost
(Ho) byla rovna 0,3755. Ocekavana heterozygotnost (Hg) pii platnosti rovnovahy podle
Hardy-Weinbergova zakona je rovna 0,3832. Rozdily mezi He a Ho jsou minimalni, a proto
mizeme nazvat populaci CSV z hlediska distribuce alel a genotypa markera genti SODI1
za rovnovaznou podle Hardy-Weinbergova zakona.

Hodnoty oc¢ekavané a pozorované heterozygotnosti byly pouzity pro vypocet hodnoty
stupné inbreedingu (Fs), ktery pro tento marker v populaci ¢eskoslovenského vi¢aka dosahl
hodnoty 0,02, coz je hodnota velmi nizka. Proto lze prohlasit, Ze tato modelova populace
nebyla inbredni.

Déle byla testovana modelova situace, jak by se zménila frekvence mutované alely,
kdyby pro ni byla vedena uplna selekce. Tento piipad mél testovat, jestli je vhodné takovou
selekci vést, a to ptedevsim z chovatelského hlediska. Vzhledem k tomu, Ze v Ceské republice
(ani v jinych statech) neni testovani zastupct Ceskoslovenského vicaka pro zjisténi mutace
genu SOD1 vedouci k DM povinné pted zarazenim do reprodukce, neni tak viitbec regulovan
vyskyt tohoto onemocnéni. Pokud by ovSem byla provadéna tplna selekce proti recesivnim
homozygotim, frekvence mutované alely by se v populaci vyrazné snizila, dokonce az
0 necelych 21 %, jak je patrné z grafu 1. Je dilezité zdaraznit, Ze tento stav je vyjadien pro
panmiktickou populaci. Pokud by tedy byla uplna selekce provadéna v fizeném chovu,

frekvence recesivni alely by klesla jesté vice a jeji snizovani by bylo rychlejsi.

Graf 1: Dopad tplné selekce proti recesivnim homozygotim (A/A) na vyskyt mutované alely

genu SOD1 v populaci ¢eskoslovenského vicaka.
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5.5 Kauzalni mutace genu DNM1 zpisobujici EIC

5.5.1 Detekované alely PCR-RFLP markeru genu DNM1

Gelovou elektroforézou bylo ovéieno, ze pouzitd dvojice navrzenych primert (F —
5 CTTCTTCACCCCACCCTGT 3; R — 5'CCTGTTGGTCACCTTCACAA 3') amplifikuje
predpokladany fragmentu o velikosti 259 bp. U vsech jedinct (bez ohledu na plemeno) vznikl
opét pouze jeden fragment predpokladané velikosti. Vzorovy elektroforeogram, na kterém je

znazornena 1 velikost fragmentu pied restrikénim Stépenim, je uveden na obrazku 25.

Obrazek 25: Elektroforeogram PCR-RFLP markeru genu DNM1 pted restrikénim §tépenim.

monomorfni PCR produkt
S |

”—-——-—-—- 295 bp

S - GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)

Restrikéni $tépeni bylo provedeno pomoci enzymu Smll a pfedpokladané vysledky se
shodovaly s vysledky pyrosekvenace. Tedy u jedincti s obéma nemutovanymi alelami (G/G)
restrikéni Stépeni neprobihalo a na gelu byl detekovan pouze jeden piivodni fragment
0 velikosti 295 bp. U jedinci Sobéma alelami mutovanymi (T/T) dochézelo ke S$tépeni
amplikon na dva fragmenty o velikosti 136 bp a 159 bp. Naproti tomu u heterozygott (G/T)
byly detekovany tii fragmenty o velikostech 136 bp, 159 bp a 295 bp. Vzorovy

elektroforeogram je uveden na obrazku 26.
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Obrazek 26: Elektroforeogram PCR-RFLP markeru genu DNM1 po restrik¢nim $tépenti.

alelicke kombinace

markeru genu DNM1
S - .

— 295 bp
-;———-—— —/

— - - 159 bn

\ 136 bp

3 - GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Scientific)

5.5.2 Frekvence vyskytu mutovanych alel genu DNM1 v modelovych
populacich psi a jejich hodnoceni z hlediska popula¢ni genetiky

V diplomové praci byla taktéz testovana plemena border kolie, bearded kolie,
labradorsky retriever a ¢eskoslovensky vicak, avSak mutace genu DNMI1 zptsobujici EIC
byla potvrzena pouze u plemene labradorsky retriever. V nasledujicich tabulkach 24 a 25 je
uveden ptehled vyskytu mutovanych a nemutovanych alel genu DNMI1 u labradorského
retrievera. Vzhledem ktomu, Zze se opét jedna u mutaci typu substituce, je mutace
charakterizovana ptimo sekvencnim polymorfismem. Nemutovana alela je oznacena jako G,

mutovana jako T.

Tabulka 24: Skute¢né Cetnosti a relativni frekvence vyskytu kauzalni mutace genu DNMI.

Genotyp Skutecna Cetnost vyskytu Frekvence vyskytu
G/G 62 jedinct 0,6327
GIT 32 jedinct 0,3265
TIT 4 jedinct 0,0408

Tabulka 25: Alelické frekvence markeru genu DNM1.

Alela Charakter dédi¢nosti Frekvence vyskytu
G — nemutovana dominantni 0,7959
T — mutovana recesivni 0,2041
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Z téchto vypocitanych alelickych a genotypovych frekvenci byly stanoveny hodnoty
heterozygotnosti modelové populace labradorského retrievera. Pozorovana heterozygotnost
(Ho) byla vypocitana na 0,3248 a ocekavana heterozygotnost (Hg) pfi platnosti Hardy-
Weinbergova zakona, se rovna 0,3265. Jak je patrné, rozdily mezi Hg a Ho jsou minimalni,
proto mizeme nazvat populaci labradort z hlediska distribuce alel a genotypti markerd genu
DNM1 za rovnovaznou podle Hardy-Weinbergova zakona.

Hodnoty oc¢ekavané a pozorované heterozygotnosti byly pouzity pro vypocet hodnoty
stupné inbreedingu (Fis), ktery se v populaci labradorskych retrieverd rovnal 0,0052. To je
hodnota v podstaté zanedbatelna.

Také byl testovan piipad vlivu uplné selekce proti recesivni alele. Situace méla
simulovat stav, kdy by chovatelé vyfazovali z chovu recesivni homozygoty vV mutované alele
T po dobu 5, 10, 15 a 20 generaci. Vyrazny pokles frekvence recesivni alely je zndzornén

na grafu 2. Frekvence Kklesla z pavodnich 20,41 % az na 4,02 %.

Graf 2: Dopad uplné selekce proti recesivnim homozygotim (T/T) na vyskyt mutované alely

genu DNM1 v populaci labradorskych retrievert.
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6. DISKUZE

Ve své diplomové praci jsem se zaméfila na studium dvou genil, které zpiisobuji
zavazné a nelécitelné onemocnéni psu (Canis lupus familiaris L.).

Prvnim studovanym genem byl SODI1, ktery byl zvolen jako kandidatni gen pro rozvoj
degenerativni myelopatic (DM) u psu (Awano et al.,, 2009). Toto neurodegenerativni
onemocnéni mize zpusobit uplnou ztratu pohyblivosti psa (Coates et al., 2009). Pticinou je
mutace v exonu 2 genu SOD1 na pozici 118. nukleotidu, spocivajici v substituci kyseliny
glutamové v aminokyselinové sekvenci za lysin (Awano et al., 2009). Podobné onemocnéni
bylo popsano i u ¢loveéka, avsak u lidi je kyselina glutamova v proteinu nahrazena glycinem.
Mutace v genu SOD1 zplisobujici tuto zaménu je spojovana s lidskou amyotrofickou lateralni
skler6zou (ALS) (Deng et al., 1993). Toto onemocnéni ma podobné projevy i pribéh jako
DM a vzhledem k tomu, Ze je to nemoc také nelécitelna, pacient (stejné jako pes) na ni umira
do tfi az péti let (Shelton et al., 2012; Coates a Wininger, 2010). Proto byl pro vyzkum
v diplomové praci zvolen pravé gen SODI1, nebot’ je to kandidatni gen téchto onemocnéni,
ktery se vyskytuje v genomu psa iclovéka, a poznatky o jeho polymorfismech jsou tedy
aplikovatelné ve veterinarni 1 humanni medicing.

Druhy gen, ktery jsem zahrnula do experimentli, je gen DNMI1. Mutace v exonu 6
na pozici 767. nukleotidu zpisobuje u pst syndrom vycvikového kolapsu (EIC), jak popsali
Patterson et al. (2008). Vlivem této mutace dojde k substituci argininu leucinem v pozici 256.

aminokyseliny proteinového produktu vznikajiciho podle tohoto genu.

6.1 Volba modelovych plemen zahrnutych do experimenti

6.1.1 Volba modelovych plemen pro studium kauzalni mutace genu SOD1

Kauzalni mutace SOD1 zptsobujici DM u pst byla popsana v roce 2009 ve studii
Awano et al. (2009), avsak toto onemocnéni jako takové bylo poprvé charakterizovano jiz
v roce 1973 ve studii D. R. Averilla (1973). Nejprve byla DM spojovana pouze s némeckym
ovcadkem (Braun a Vandevelde, 1978; Waxman et al.,1980), nicméné postupem casu zacala
byt popisovana u mnoha dal$ich plemen psi (Kathmann et al., 2006; Miller et al., 2009;
Wininger et al., 2011).
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Do experimentli v diplomové praci pro studium mutaci genu SODI byla zahrnuta
nasledujici plemena — ceskoslovensky vicak, labradorsky retriever, border kolie, bearded
kolie, border terier, pudl a vlk eurasijsky.

Predpokladala jsem, ze se u ¢eskoslovenského vicdka da vyskyt DM ocekavat, nebot
toto plemeno vzniklo kiizenim némeckych ovcaka s eurasijskym vlkem. I kdyz ve védecké
literatute DM u Ceskoslovenského vi¢dka zatim nebyla popsdna, zvySeny zajem majitelli
a chovatel tohoto plemene o otestovani populace psu byl pro jeho zatazeni do experimenti
dostate¢nym podnétem. Do testovani bylo zahrnuto celkem 1002 jedincti tohoto plemene.

Dalsim testovanym plemenem byl labradorsky retriever, ktery byl do experimenti
zatazen hlavné kvili popisovanému vyskytu EIC a s tim spojené mutace v genu DNM1.
Nicméné i DM jiz byla popsana u jednoho plemene retrieverti, a to u chesapeake bay
retrievera (Coates et al., 2009). Do analyz bylo zahrnuto celkem 98 labradorskych retrieverd.

Plemena border kolie a border terier byla do experimentti zafazena s ohledem na jinou
diplomovou praci, feSenou na stejném Skolicim pracovisti. U téchto plemen nebyl zatim
popsan vyskyt DM a ani zde nebyl detekovan Zadny jedinec S danou mutaci zpiisobujici toho
onemocnéni. Stejné tak pudl byl vybran pro jinou diplomovou praci pro studium

kryptorchismu, ale byl u néj jiz vyskyt DM dokumentovan, jak uvadéji Matthews a Lahunta
(1985).

6.1.2 Volba modelovych plemen pro studium kauzalni mutace genu DNM1

Soubor pst a vlki, ktery se vyuzival pro analyzy genu SODI byl pouzit i pro
sekvenaci genu DNMI. Sekvenovany byly tedy vzorky od stejnych jedinct jako
Vv predchozim piipade¢.

Vyskyt EIC je popisovan u labradort (Taylor et al., 2008; Minor et al., 2011),
U plemen jim ptibuznych a u jejich kiizenct (Furrow et al., 2013). I zde byl potvrzen vyskyt
EIC u labradorského retrievera, ktery byl zafazen do pyrosekvena¢nich analyz. U zadného
dalsiho plemene psu, které byly v diplomové praci testovany, nebyl v literatuie popsan vyskyt
EIC.
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6.2 Analyzy studovanych genli pomoci pyrosekvenace

6.2.1 Analyzy genu SOD1 pomoci pyrosekvenace

Sekvenovan byl cely gen SODI1 s vyjimkou exonu 1 a ¢asti intronu 1-2. Sekvence
téchto usekd totiz jesté nebyla presn¢ urcena. Green et al. (2002) sice na zakladé cDNA
sekvenci exonu 1 charakterizovali, nicmén¢ ta zatim nebyla v celkové sekvenci psiho genomu
lokalizovana. Ackoli jsem v experimentech navrhovala primery, které by danou
neosekvenovanou oblast ohrani¢ovaly, amplifikace téchto usekli se nezdatila. I kdyZ byla
pouzita long-range polymeraza, neznadmy usek mize byt velice dlouhy nebo primery mohly
nasedat nespecificky. Exon 1 genu SODI1 nebyl tedy ptfesn¢ identifikovan, a proto jeho
sekvence uvadéna napiiklad v databdzi Ensembl je pouze predikovana.

Kauzalni mutaci G—A v exonu 2 genu SOD1 jsem pomoci pyrosekvenace odhalila
pouze u 11 zastupci ceskoslovenského vicdka. Tato mutace zplsobuje zménu
aminokyselinové sekvence na pozici 40, a to zaménu kyseliny glutamové za lysin (Awano et
al., 2009). Tato substituce byla detekovana, ale vzhledem tomu, Ze byla sekvenovéana pouze
Cast genu od zaCatku exonu 2, byla mutace v aminokyselinové sekvenci vyhodnocena
na pozici 16. Simulace translace byla provedena pomoci programu BioEdit (Hall, 1999).
Sekvence proteinu se shoduji s aminokyselinovou sekvenci uvadénou ve studii Green et al.
(2002).

Dalsi mutace vtomto genu byly zaznamenany v intronovych castech. Byla
sekvenovana také intergenova oblast za 3' koncem genu (3' downstream sekvence). Z védecké
literatury je ale zndmo mnoho mutaci v exonech genu SODI1. Popisovany jsou ve spojitosti
s vyskytem ALS u ¢lovéka (Rowland a Shneider, 2001; Wininger et al., 2011; Battistini et al.,
2012). Naptiklad v exonu 2 u lidského genu SOD1 byla v letoSnim roce charakterizovana
mutace, zpisobujici novou odliSnou formu ALS (Dangoumau et al., 2014). Naproti tomu
Rosen et al. (1993) uvadeji, ze az 80 % piipadli vzniku ALS je podminéno mutacemi v jinych
genech, nez je SODI, které doposud nebyly identifikovany jako kandidatni v souvislosti
S timto onemocnénim.

Pii pyrosekvenaci nebyla zjiSt€éna mutace na pozici 52. nukleotidu, jak ji popsali
Wininger et al. (2011). Tato mutace zptsobuje zaménu threoninu za serin v aminokyselinové
sekvenci na pozici 18 a byla zatim popsana pouze u bernského sala$nického psa. Zda-li je

mutace charakteristickd pouze pro toto plemeno ¢i plemena jemu pifibuzna, nemohu
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na zaklad¢ vysledkli svych experimenti uréit, protoze do nich takovato plemena nebyla

zafazena.

6.2.2 Analyzy genu DNM1 pomoci pyrosekvenace

Kwvili velikosti genu DNMI byla sekvenovana pouze jeho ¢ast, a to exony 6 az 10
a introny, které je oddé€luji. Sekvenovan byl i intron 10-11. Naprostd vétSina mutaci byla
detekovéana praveé v intronech a neméla vliv na zménu sekvence proteinu.

Kauzalni mutace genu DNM1 pro vznik EIC byla potvrzena pouze u labradorského
retrievera. AvSak program GS Reference Mapper (Roche) pfifadil tomuto vzorku danou
mutaci G/T na pozici 3692, ktera ovSem odpovida exonu 7 podle sekvence genu DNMI
v databazi Ensembl. U tohoto labradora byl zndm fenotypovy projev a pes skutecné
vycvikovym kolapsem trpél. Dana mutace se ma ale nachazet v exonu 6, jak popsali Patterson
et al. (2008). Tato nesrovnalost je zpsobena skute¢nosti, ze u genu DNML1 jsou v databazi
Ensembl popisovany dvé alternativy transkriptu liSici se poétem koédovanych aminokyselin.
Vzhledem k tomu, Ze v diplomové praci byl sekvenovan gen DNMI po intron 10-11, bylo
nutné orientovat se podle delSiho transkriptu, protoZe kratsi fragment této délky nedosahoval.

V exonu 6, jak ho ur¢il GS Reference Mapper (Roche), se vyskytovaly dalsi dveé
mutace U tfi jedinci a v exonu 7 byla detekovana jedna mutace u Ctyf jedinci. Ani jeden
z téchto polymorfismi neovlivnil aminokyselinové slozeni proteinu, pouze kromé zminované
kauzalni mutace u labradora, kde doSlo k nahrazeni argininu leucinem v pozici 59.
aminokyseliny. Je tfeba brat v potaz, Ze toto Cislovani je pouze orienta¢ni a nevypovida
0 skute¢né pozici mutace, protoze byly sekvenovany pouze exony 6 a 7 a do aminokyselin se

tedy piekladaly pouze jejich triplety.

6.3 Analyzy studovanych geni pomoci kladogramii

Kladogramy vypovidaji o mozném spole¢ném piivodu jednotlivych vétvi, které
program MEGA 6.0 (Tamura et al, 2013) vycleni na zaklad¢ originalniho stromu. Pro
vyhodnoceni podobnosti mezi sekvencemi bylo nutné vytvofit jednotlivé haplotypy, které
nasledn€ mohly byt analyzovany. Zduraziuji, Ze haplotyp neodpovida konkrétnim alelickym
kombinacim u jednotlivych jedinct, ale pfedstavuje sekvenci hypotetického jedince, ktery by

mél vSechny studované mutace v homozygotni sestave.
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Vzhledem k relativné nizkému po¢tu mutaci, které byly detekované v jednotlivych
castech gent SOD1 a DNM1 pomoci pyrosekvenace, nebylo mozné u vSech vzorkl sestavit
dostateény pocet haplotypti nutny ke tvorbé kladogramu. Nebylo ani mozné sestavit
kladogram pro haplotypy aminokyselinovych sekvenci, nebot’ vétSina mutaci byla detekovana
V intronech a neovlivnila slozeni proteinu. U genu SODI1 tak vznikly pouze dvé varianty
proteindi, a to nemutovand varianta s haplotypem referencni sekvence a druhd mutovana
varianta, kterd odpovidala haplotypiim jedinct s kauzalni mutaci pro DM. Stejné¢ tomu bylo
i u genu DNM1, kde vsak druhy haplotyp odpovidal jedinciim s kauzalni mutaci pro EIC.

Do kladogramt jsou haplotypy rozdélovany na zaklad¢ sdilenych sekvenci respektive
na porovnavani jednotlivych polymorfismi. Geny SOD1 a DNMI tak byly rozdélovany
na zakladé jednotlivych SNP a nékolika deleci a inzerci, které se objevovaly v intronech
(kromé& jiz zmifiované mutace v exonu 2 u SOD1 a vexonu 6 a 7 u DNMI). Cim vice
samostatné stoji jednotlivé vétve kladogramu, tim obsahuji vice polymorfisml oproti ostatnim
sekvencim. Coz muze také souviset s délkou studované sekvence, protoze pocet moznych
mutaci je ptimo umérny rostouci délce sekvence DNA.

Nicméné kladogramy se vyuZzivaji pi1 hodnoceni fylogenetického vyvoje jednotlivych

sekvenci, coz ovSem nebylo hlavnim zdjmem této diplomové prace.

6.4 Analyzy studovanych geni pomoci PCR-RFLP

6.4.1 Analyzy genu SOD1 pomoci PCR-RFLP

Mutace genu SODI1 zpiisobujici DM u pst byla hodnocena také pomoci PCR-RFLP.
Pro amplifikaci fragmentt byly pouzity primery, jejichz sekvence uvadi Awano et al. (2009).
V této studii vSak nebyl navrhnut molekularni marker, ktery by mutaci spolehlivé detekoval.
Proto jsem na zéklad€ sekvence mRNA genu SODI, kterou aktualizovali Crisp et al. (2013)
a ktera je uvedena v databazi GenBank pod ozna¢enim NM_001003035.1, urcila mista
nasedani primerd a zjistila, ze vysledny produkt amplifikace bude mit velikost 79 bp. U vSech
plemen se amplifikoval stejné dlouhy fragment, coz nasvédcuje tomu, ze V misté nasedani
primerti pro gen SOD1 neexistuji mezi jednotlivymi plemeny psti vyrazné sekvenéni rozdily.

Nasledné¢ byl zvolen vhodny restrikéni enzym (Eco57I), ktery umoznil detekci
mutované a nemutované alely. Byla potvrzena hypotéza, Ze mutovanou alelu enzym S§tépit

nebude, a na elektroforeogramu tak bude detekovatelny pouze jeden fragment 79 bp dlouhy.
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Nemutovanou alelu naproti tomu enzym rozstépi na dva fragmenty o velikosti 17 bp a 62 bp.
U heterozygotli budou po elektroforéze na gelu patrny tii fragmenty o velikostech 17 bp,
62 bp a 79 bp. Pii téchto experimentech musel byt pouzit 5 % agarorovy gel, protoze rozdil

mezi jednotlivymi alelami je pouze 17 bp.

6.4.2 Analyzy genu DNM1 pomoci PCR-RFLP

Kauzalni mutaci pro vznik EIC u psi lokalizovali Patterson et al. (2008) v exonu 6
genu DNMI1 na chromozomu 9. Pro amplifikaci fragmentu DNA, ktery by obsahoval misto
piredpokladané mutace, byly navrzeny dva primery. Pro jejich konstrukci jsem vyuzila
databaze GenBank a sekvence genu DNMI, kterd je uvedena pod oznacenim EU707921.
Primery byly navrZeny tak, aby misto kauzalni mutace leZelo zhruba uprostfed amplikonu,
jehoz ptedpokladand velikost méla byt 295 bp. Tuto skutecnost jsem nasledné experimentalné
ovefila na gelové elektroforéze.

Dale byl vybran specificky restrikéni enzym (Smll), ktery by byl schopen odlisit
mutovanou a nemutovanou alelu. Enzym Smll pouzili také Taylor et al. (2008) pro $tépeni
PCR amplikonu, ktery byl 337 bp dlouhy. Pouzili primery, které byly umistény do lemujicich
intront, aby se amplifikoval cely exon 6 s danou mutaci.

Po restrikénim $tépeni byl potvrzen ptedpoklad, Ze enzym Smll bude $té€pit mutovanou
alelu na dva fragmenty o velikostech 136 bp a 159 bp. U nemutované alely S$tépeni
neprob¢hlo, jak bylo ocekavano. Naproti tomu u heterozygotii se na elektroforeogramu

vyskytovaly tii fragmenty s velikostmi 136 bp, 159 bp a 295 bp.

6.5 Analyzy studovanych genii pomoci metod populaéni

genetiky

6.5.1 Analyzy genu SOD1 pomoci metod populaé¢ni genetiky

Z hlediska populacni genetiky byla testovina modelova populace 1002 jedincii
plemene &eskoslovenského vigaka (CSV). V této skupiné se dominantni homozygoti,
heterozygoti arecesivni homozygoti  vyskytovali v poméru 559:384:59  jedincii.
Za takovychto podminek byla stanovena frekvence recesivni (mutované) alely na 25,05 %.

Dale byla testovana modelova situace, kdy byla simulovéana plné selekce proti této recesivni
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alele po dobu 5, 10, 15 a 20 generaci. Chovatelska selekce proti vyskytu degenerativni
myelopatie u Ceskoslovenského vi¢dka zatim neprobihala, respektive v rdmei chovatelskych
klubti neni povinné testovani psi za ucelem detekce piitomnosti mutované alely.

Podle fenotypovych projevti 1ze DM diagnostikovat az v pozdné dospélém véku psa
(Barclay a Haines, 1994; Kathmann et al., 2006; Coates et al., 2009) a jedinec v této dob¢ jiz
miiZze mit mnoho potomkit, a mutovana alela se tak v populaci stale rozsituje a udrzuje. Pokud
by se ovSem provadély genetické testy na piitomnost dané mutace, takovyto jedinec by se
odlisil mnohem dfive a mohlo by se tak regulovat jeho vyuzivani v chovu.

Proto jsem simulovala vliv upIné selekce proti recesivni alele a prokazala, ze pfi jejim
provadéni by frekvence recesivni alely za 20 generaci klesla z ptivodnich 25,05 % na 4,17 %.
Pokud bychom pocitali délku jedné generace na dva az tii roky, takovyto stav by v populaci
nastal za 40 az 60 let. Je ovSem otazkou, zda-li jsou chovatelé¢ schopni takovouto selekci
provadét. V. modelové populaci plemene CSV bylo zjisténo 38,32 % heterozygoti (G/A), coz
predstavuje relativné velkou zakladnu a mutovand alela je tak jejich prostfednictvim
Vv populaci stale udrzovana. | kdyby se eliminoval pocet recesivnich homozygotti, musely by
se spravné sestavovat chovné pary. Pii spojeni dvou heterozygotii je totiz 25 %
pravdépodobnost, ze opét vznikne jedinec, ktery je recesivni homozygot a tudiz by trpél DM.

Podobnou studii provadéli Awano et al. (2009), avSak modelovou populaci utvoftili
z vice plemen pst — némecky boxer, welsh corgi pembroke, némecky ovcak, chesapeake bay
retriever a rhodesky ridgeback. Recesivni kombinaci alel (A/A) detekovali u 96 % psh
trpicich DM, zatimco u ostatnich jedincti kterym DM nebyla diagnostikovana se ob¢
mutované alely vyskytovaly pouze ve 34 % piipada.

Modelova populace studovana v této diplomové praci byla z hlediska distribuce alel
prohlaSena za rovnovaznou podle Hardy-Weinbergova zakona a ani koeficient inbreedingu
nedosahoval hodnot, kdy by se dalo prohlésit, Zze je populace inbredni. Divodem nizkého
koeficientu inbreedingu (0,02) mize byt skute¢nost, Ze vzorky DNA pochazely od jedincii
nejen z Ceské republiky, ale i ze Slovenska, Itdlie, Polska, Némecka a nékolika dalSich

evropskych stati.

6.5.2 Analyzy genu DNM1 pomoci metod populacni genetiky

Bylo hodnoceno 98 jedinct plemene labradorsky retriever, u kterého studie dokazuji
vyskyt EIC (Taylor et al.,, 2008; Minor et al., 2011). Vyhodnotila jsem, Ze z téchto 98
testovanych psit bylo 62 jedinct (63,27 %) s nemutovanym genotypem G/G, 32 jedincii
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(32,65 %) s jednou mutovanou alelou G/T a 4 jedinci (4,08 %) méli genotyp T/T, tudiz ob¢
alely mutované.

Podobné¢ hodnoceni uvadéji ve studii Furrow et al. (2013), nicméné testovali
labradory, u kterych se jiz vycvikovy kolaps nékdy objevil. V této diplomové praci byl soubor
hodnocenych pst vybirdn bez ohledu na vyskyt kolapsu. Psi byli vybrani ndhodné z rtiznych
vycvikovych stiedisek a od chovatelt, kteti svolili K testovani DNA svych pst. Furrow et al.
(2013) ur¢il frekvenci nemutovaného genotypu u 26 jedinct (23,85 %), heterozygotli bylo
V populaci labradort 9 (8,26 %) a nejvice bylo jedinct s obéma alelami mutovanymi, a to 74
psu (67,89 %).

Frekvence jednotlivych genotyptli byla ve studii Minor et al. (2011) testovana 1 napftic
populaci labradort z hlediska jejich vyuziti ¢lov€kem. Psi byli rozd€leni do skupin na psy
z vystavnich linii, lovecky upottebitelné jedince, na psy sluzebni (¢i asistenéni) a na jedince,
ktefi nejsou v zatéZi, pouze jsou chovani jako domaci mazli¢ci. Frekvence heterozygotl se
pohybovala v jednotlivych skupinach mezi 17,9 % a 38 % a frekvence recesivnich
homozygotii mezi 1,8 % a 4,8 %. Celkovou relativni frekvenci vyskytu heterozygota stanovili
Minor et al. (2011) na 34,5 %, coz se v podstaté shoduje s vysledky této diplomové prace, kde
byla frekvence urcena na 32,65 %. Koreluji spolu i vypocitané relativni frekvence vyskytu
recesivnich homozygotii.

Dale byla vdiplomové praci hodnocena simulovand situace, jak by populace
labradorskych retrieverti vypadala z hlediska frekvence recesivni alely po 5, 10, 15 a 20
generacich uplné selekce proti této alely. Frekvence vyrazné klesla, a to az o 16,39 % za 20
generaci. Takovéto snizeni frekvence by mohlo trvat zhruba 50 let, kdyz by se na jednu
generaci pocitaly dva az tfi roky. Tomu by vSak muselo ptredchazet otestovani psi
na pritomnost kauzalni mutace genu DNM1 pro rozvoj EIC, aby se mohly tvofit chovné pary,
které by mutovanou alelu nesitily a aby nebylo provadéno kiizeni, pti kterém by dochazelo
ke vzniku recesivnich homozygota.

Modelova populace labradorskych retrieverti studovana v této diplomové praci byla
z hlediska distribuce alel prohlasena za rovnovaznou na zakladé Hardy-Weinbergova zakona

a 1 koeficient inbreedingu byl vyhodnocen jako velice nizky (0,00521).
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7.

ZAVER

Diplomova prace predstavuje pilotni experimenty Katedry genetiky a Slechténi

na Fakulté agrobiologie, potravinovych a ptirodnich zdroji Ceské zemddélské univerzity

v Praze v oblasti aplikace 454/Roche sekvenace psiho genomu. Védecké hypotézy, které byly

vysloveny v uvodni ¢asti diplomové prace, byly potvrzeny. Pii jejim feSeni byly ziskany

vysledky, které jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

10)

Podatilo se ziskat celkem 1320 vzorki DNA psich plemen — cCeskoslovensky vl¢ak,
labradorsky retriever, bearded kolie, border kolie, border terier a pudl.

Byl navrzen metodicky postup amplifikace velkych fragmenti geni SOD1 a DNM1,
ktery je zalozen na aplikaci Long PCR Enzyme Mix (Thermo Scientific).

Specifita navrzenych primerii a nasledné amplifikace byla ovéfena elektroforetickou
separaci a soucasné i diky vysledkiim pyrosekvenace.

Pyrosekvenacni analyze byly podrobeno celkem 22 zastupcu riznych psich plemen
a 2 zastupci vlka eurasijského.

Na zaklad¢ srovnani referen¢nich sekvenci geni SOD1 a DNMI a sekvenovanych
fragment byly identifikovany mutace v exonovych i intronovych ¢astech obou genti.
U genu SOD1 bylo pyrosekvenaci identifikovano 36 polymorfismi, z toho se pouze
jedina mutace nachazela v exonu. Dana mutace se vyskytovala u 11 jedincu. Jednalo
se 0 kauzalni mutaci pro vznik onemocnéni degenerativni myelopatie.

U genu DNM1 bylo pyrosekvenaci identifikovano 35 polymorfismu, z toho se ¢tyfi
mutace vyskytovaly v exonovych ¢astech genu. Pouze jedna z téchto mutaci byla
nesynonymni a odpovidala kauzalni mutaci pro vznik vycvikového kolapsu.

U obou gentl nebyla zjisténa zadna dalsi mutace, ktera by vedla k doposud nepopsané
varianté kddovaného polypeptidu.

Pomoci kladogrami byly hodnoceny sekvencni polymorfismy haplotypli u obou
studovanych genti. Nejvétsi pocet haplotypt (13) byl identifikovan v intronu 2-3 genu
SOD1. Z kladogramt vyplyvé i velkd sekvencni variabilita mezi témito haplotypy.
Kauzalni mutace genu SOD1 vedouci k degenerativni myelopatii nebyla nalezena ani
u jednoho zastupce téchto psich plemen — labradorsky retriever, bearded kolie, border

kolie, border terier a pudl. Mutace se nevyskytovala ani u zastupct vlka eurasijského.
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11) Kauzalni mutace genu DNM1 vedouci k vycvikovému kolapsu nebyla nalezena ani
u jednoho zastupce téchto psich plemen — ¢eskoslovensky vicak, bearded kolie, border
kolie, border terier a pudl. Mutace se nevyskytovala ani u zastupct vlka eurasijského.

12) Popula¢ni analyza u genu SOD1 byla provedena pouze u ¢eskoslovenského vicaka
(CSV), u kterého se vyskytovala mutovana alela. V populaci CSV se vyskytovalo
56 % dominantnich homozygott, 38 % heterozygotti a 6 % recesivnich homozygott.

13) Popula¢ni analyza u genu DNMI1 byla provedena pouze u plemene labradorsky
retriever (LR), ukterého se vyskytovala mutovana alela. V populaci LR se
vyskytovalo 63 % dominantnich homozygott, 33 % heterozygotti a 4 % recesivnich
homozygotu.

14) Koeficient inbreedingu odhadnuty na zakladé genotypovych frekvenci genu SOD1 byl
u plemene CSV roven 2,00 %. Koeficient inbreedingu odhadnuty na zakladé
genotypovych frekvenci genu DNM1 byl u plemene LR roven 5,21 %.

15) V ptipadé uplné selekce vici recesivnim homozygotim genu SOD1 po 20 generaci by
doslo u plemene ¢eskoslovensky vicak k poklesu frekvence recesivni alely v populaci

0 20,88 % a u genu DNM1 u plemene labradorsky retriever 0 16,39 %.

Vyuziti PCR-RFLP markeri geni SOD1 a DNM1 v reprodukci psich plemen

Vysledky ziskané pii feSeni diplomové prace, které se tykaly genotypizace
konkrétnich jedinct, byly pfedany pouze majitelim psii, popiipadé poradciim chovu. Obé
onemocnéni, ktera byla tématem mé prace, nepatii mezi geneticky podminéné choroby,
u kterych by pro uchovnéni psi a fen byly pozadovany genetické testy. Proto nyni zalezi
pouze na chovatelské vetejnosti a na poradcich chovu, jakym zptisobem budou se ziskanymi
vysledky nakladat.

Poradcim chovu a jednotlivym chovatelim mohu doporucit, aby v pfipadé vyuziti
heterozygotniho jedince (pienaseCe mutované alely) Vv chovu volili jako druhého rodice
jedince, ktery bude z hlediska mutaci genu SOD1 nebo DNMI nemutovany homozygot.
Z takovéhoto spojeni je teoretickd pravdépodobnost, ze se narodi 50 % pienasect a 50 %
zdravych nemutovanych homozygotl. V piipadé, ze by chovatelé provedli spojeni dvou
heterozygotli, nastane teoreticky riziko, Ze se s pravdépodobnosti 25 % narodi nemocny

jedinec, ktery bude homozygot z hlediska kauzalnich mutaci gent SOD1 nebo DNM1.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ul

A
A4V
AA
ALS
AMP
APS
ATP
BIC
BOC-KR4
bp
BRT-KR1
C
CCD
cDNA
CFA
CSF
CT
CSV
ddH20
DM
DNA
DNM
DNM1
dNMP
dNTP
dsDNA
E40G
E40K
EIC

mikrolitr, 10° litru

adenin

substituce alaninu za valin na pozici 4. aminokyseliny

amino acid; aminokyselina

amyotrophic lateral sclerosis; amyotroficka lateralni skler6za
adenosinmonofosfat

adenosin fosfosulfat

adenosintrifosfat

Bayesian Information Criterion; bayesianské informacni kritérium
vzorek DNA od kryptorchidniho psa plemene border kolie

base pair; pocet part bazi v molekule nukleové kyseliny

vzorek DNA od kryptorchidniho psa plemene border terier

cytosin

the charge-coupled device; specialné upravena kamera
complementary DNA; DNA vznikla zpétnym pifepisem z RNA do DNA
canis familiaris autosome; autozomalni chromozom psa
cerebrospinal fluid; mozkomiS$ni mok

computed tomography; poc¢itacova tomografie

ceskoslovensky vi¢ak

double distilled water; dvakrat deionizovana voda

degenerative myelopathy; degenerativni myelopatie
deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

gen koédujici dynamin; proteinova rodina dynamint

gen kodujici dynamin 1; protein dynamin 1
deoxynukleotidmonofosfat, kde N je kterakoli baze — A, T, C, nebo G
deoxynukleotidtrifosfat, kde N je kterakoli baze — A, T, C, nebo G
double stranded DNA; dvoufetézcovd DNA

substituce kyseliny glutamové za glycin na pozici 40. aminokyseliny
substituce kyseliny glutamové za lysin na pozici 40. aminokyseliny
exercise-induced collapse = exercise intolerance and collapse;

vycvikovy kolaps
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emPCR

Fe-SOD
Fis

G
G767T
GDP
GTP
GTPéza
GWAs
HCC
He
HKY

IUPAC

JC

L3
LMN
Mb

MID sekvence

ML metoda
MRI
NCBI

ng
NGS
nm
NO
PCR

emulsion polymerase chain reaction; emulzni polymerazova fetézova
reakce

superoxid dismutaza s iontem Zeleza v aktivnim centru

inbreeding coefficient of an individual relative to the subpopulation;
stupen inbreedingu

guanin

substituce guaninu za thymin na pozici 767. nukleotidu
guanosindifosfat

guanosintrifosfat

enzym, ktery hydrolyzuje guanosintrifosfat na guanosindifosfat
genome-wide association study; celogenomova asociacni studie
hepatocellular carcinoma; hepatocelularni karcinom

expected heterozygosity; ocekavana heterozygotnost

statisticky model metody maximalni vérohodnosti (Hasegawa et al.,
1985)

observed heterozygosity; pozorovana heterozygotnost

International Union of Pure and Aplied Chemistry; mezinarodni unie
pro ¢istou a uzitou chemii

statisticky model metody maximalni vérohodnosti (Jukes a Cantor,
1969)

horni bederni sektor patete

lower motor neuron; dolni motoricky neuron (motoneuron)

mega base pair; milion part bazi

multiple identify sequence; rozpoznavaci sekvence v adapteru pro
pyrosekvenaci

maximum likelihood:; statistickd metoda maximalni vérohodnosti
magnetic resonance imaging; magnetickd rezonance

National Center for Biotechnology Information; nukleotidova databaze
mezinarodniho centra pro biotechnologické informace

nanogram, 10”° gramu

new generation sequencing; sekvenovani nové generace

nanometr, 10 metru

nitric oxide; oxid dusnaty

polymerase chain reaction; polymerazova fetézova reakce
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PCR-RFLP

P-KR3
PPi

PTP
R256L
RH mapa
RNA
ROS

S3

SBS
SMRT

SMS
SNP
SOD

SOD1 = Cu/zZn-SOD
SOD2 = Mn-SOD
SOD3 = EC-SOD

SSB

sSDNA
T
T18S
T3

T92
TBE
UMN
V31A

PCR and restriction fragment length polymorphism; PCR reakce
spojena s ur¢enim polymorfismu podle délky restrik¢énich fragmentti
vzorek DNA od kryptorchidniho psa plemene pudl

pyrofostat

PicoTiterPlate; pikotitra¢ni desticka

substituce argininu za leucin na pozici 256. aminokyseliny

radiation hybrid map, radia¢n¢ hybridni mapa

ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

pateini sektor kiizové kosti

sequencing-by-synthesis; sekvenace vyuzivajici syntézu vlakna DNA
single-molecule real-time sequencing; sekvenace jednotlivych molekul
nukleovych kyselin v realném case

single-molecule sequencing; sekvenovani jednotlivych molekul DNA
single nucleotide polymorphism; jednonukleotidovy polymorfismus
superoxide dismutase; superoxid dismutaza

superoxid dismutdza 1 s iontem médi a zinku v aktivnim centru
superoxid dismutaza 2 s iontem manganu v aktivnim centru

superoxid dismutdza 3 s iontem médi a zinku v aktivnim centru

single strand binding protein; protein vazici se na jednofetézcova
vlakna DNA

single stranded DNA; jednofetézcova DNA

thymin

substituce threoninu za serin na pozici 18. aminokyseliny

dolni kréni sektor patete

statisticky model metody maximalni vérohodnosti (Tamura; 1992)
tris-boratovy pufr

upper motor neuron; horni motoricky neuron (motoneuron)

substituce valinu za alanin na pozici 31. aminokyseliny
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10. PRILOHY

Priloha 1: Schéma pyrosekvenovani

(upraveno podle Mardis, 2008)

1) Priprava DNA knihovny

>
4.5 hodiny
: S ——— DNA je fragmentovana
e ——— . A pomoci nebulizace
Ligace '
— —» T adaptoru — .
AaB
k! o .
A 8
DNA P ssDNA knihovna
2) Emulzni PCR
>
8 hodin

Nasedani ssDNA na Kulicky s DNA Amplifikace Vybirani vhodnych
mikrokulicky a smési pro PCR fragmentu kuli¢ek pro sekvenaci
v emulzi voda-olej

SSI_)NA > naamplifikované vzorky
knihovna v knihovné
3) Vlastni sekvenace
P
7,5 hodiny
;2 Kazda kulicka ve vlastni jamce

Paralelné probiha az 400 000 ¢teni

naamplifikované vzorky ) -
z knihovny P sekvenace bazi
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Priloha 2: Pufry a roztoky pouzité pri elektroforetické separaci

(upraveno podle Sambrook et al., 1989)

O nanaSeci pufr NP
o 0,25 % bromfenolové modii — sodna stl (Serva, SRN)
o 0,25 % xylencyanolové modti FF (Sigma, USA)
o 15,0 % ficolu (Sigma, USA)
o vSe se rozpusti ve sterilni ddH,O
o uchovava se pii 4°C

o 10 x TBE pufr
o 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
o 10 mM EDTA (Sigma, USA)
o uchovava se pii 4°C

o 1xTBE pufr
o nafedi se 10 x TBE pufr 1x deionizovanou H,0
o uchovava se pii 4°C

O  zésobni roztok ethidium bromidu
o 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
o 1 ml sterilni ddH,O
o priiptipravé a manipulaci se musi pracovat v ochrannych rukavicich
o uchovava se ve tmé pii teploté 4°C

O elektrodovy pufr
o 1500 ml 1 x TBE

o 75 ul zasobniho roztoku ethidium bromidu

Pfi pfipravé a manipulaci S roztoky a pufry se musi pracovat v ochrannych rukavicich a jsou

urceny k okamzitému pouZiti.
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