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ABSTRAKT

U domestikovanych zvitat se vyskytuji rizna zbarveni srsti a mnozstvi mutaci
v riznych genech, Casto spojenych s pleiotropnimi efekty. Cilem této prace nazvané
Studium sekvenci gent zbarveni u ¢incil na zédkladé homologie se sekvencemi ¢lovéka a
mysi bylo popsat molekularné genetickou podstatu pigmentace, uvést geny ucastnici se
melanogeneze a ovliviyjici funkci melanind, jejich strukturu, mutace a zminit dalsi
mutace, které méni fenotyp. Informace o alelach TYR, TYRP1, TYRP2/DCT, ASIP
(agouti), AGRP, skupiné¢ gentt MCR (MC1R-MC5R) a dal$ich jsou zaméfeny na ¢lovéka
(Homo sapiens), mys domaci (Mus musculus) a ¢in¢ilu vinatou (Chinchilla lanigera). U
téchto tii druhtt bylo provedeno porovnani sekvenci vybranych geni TYR
a TYRP2/DCT, vysledky byly prostudovany, okomentovany a byly vyznaceny mutace,
které jsou velice specifické, u nékterych vsak existuji analogy mezi ¢lovékem a mysi.

Kli¢ova slova: barevna mutace, ¢incila vlnata, ¢lovék, melanogeneze, mutace, mys,
pigment, sekvence, TYR, TYRP2/DCT, zbarveni srsti.

ABSTRACT

In domesticated animals there are many different coat colours and mutations, often
connected with pleiotropic effects. The aim of this thesis named The study of colour
genes sequences in chinchilla based on homology of human and mice sequences was
describe molecular genetic principles of pigmentation, introduce genes involved in
melanogenesis and influencing a melanin function, their structure, mutations and
mention other mutations which change the phenotype. Informations about alleles TYR,
TYRP1, TYRP2/DCT, agouti, AGRP, gene group MCR (MC1R-MC5R) and more are
focused on human (Homo sapiens), mouse (Mus musculus) and chinchilla (Chinchilla
lanigera). In these three species was compared selected genes sequences TYR and
TYRP2/DCT, results were studied, commented and mutations, which are very specific,
but there are some analogs between human and mouse, were highlighted.

Keywords: chinchilla lanigera, coat colour, colour mutation, human,

melanogenesis, mutation, mouse, pigment, sequence, TYR, TYRP2/DCT.
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1 UvVOD

Divoka zvitata v ptirodé¢ mivaji takové zbarveni, aby byla co nejméné napadna
a splyvala s okolim v ramci vlastniho bezpeéi. Clovék viak domestikaci zpUsobil, Ze se
vice zacCala objevovat zvitfata s napadn€jSim zbarvenim srsti, mnoha barev ¢i barevnych
vzoru a tyto populace se kvili atraktivnosti stale rozsitovaly. Zménil se tedy i geneticky
zéklad zbarveni a zacalo se objevovat vice mutaci, které ovliviiuji vysledny fenotyp.
Vysledkem muze byt zajimavé zbarveni zvifete nebo atraktivni barevny vzor, ktery
s sebou ale muze nést negativni nasledky z divodu provazanosti nékterych mutaci
s pleitropnimi efekty, které se u savcl Casto vyskytuji (naptiklad obezita, poruchy
reprodukce, hluchota, citlivost kiize atd.). U c¢lovéka zpasobuji mutace geni
ovliviiyjicich pigmentaci nejcastéji albinismus nebo Cervené vlasy, u mySi se zase
objevuje vedle albinismu i svétlejsi zbarveni oproti pavodnimu (wildtype) fenotypu,
barevné vzory v srsti a mutace jsou provazeny hojnymi pleiotropnimi efekty. Pro
ptiblizeni a lokaci téchto mutaci bylo potieba proniknout az do samé molekularné
genetické podstaty zbarveni savell a zminit dilezité geny, které jsou zahrnuty
v melanogenezi, Vv procesu vzniku melanini (eumelaninu a feomelaninu)
a v metabolickych drahach ovliviiyjicich tyto procesy. Jedna se hlavné o geny ASIP,
AGRP, TYR, TYRP1, DCT/TYRP2, MC1R, P/OCA2, PMEL17 a SLC45A2, které maji
své homology u mysi (ve stejném potadi): agouti, Agrp, albino, brown, slaty, extension,
pink-eyed dilute, silver a underwhite lokusy. Mys obecné slouzi jako modelovy
organismus pro vyzkumy vSech rtiznych zaméfeni a i v této praci byla pouzita pro
porovnani sekvenci genl ovliviiyjicich zbarveni se sekvencemi genti ¢lovéka a ¢Cincily
vlnaté, aby mohly byt na konci vyvozeny zavéry, na kolik jsou si genomy téchto tii

savct podobné. Jednalo se konkrétné o geny TYR a DCT.



2 CILPRACE

Cingila vlnata je zvife mnoha barevnych mutaci, ale nikdo se zatim piili§ nezabyval
genetickou podstatou jejiho zbarveni. Chovatelé se fidi hlavné fenotypem a pro geny
maji vlastni systém pojmenovani pravé dle fenotypu. Genotyp zvitat tedy urcuji zpétné
podle rodi¢u a fidi se principy mendelistické dédic¢nosti. Cilem této prace bylo vyhledat
a zpracovat zdroje o zbarveni srsti umysi a ¢in¢il a o pigmentaci kuze a vlast
u ¢lovéka, sumarizovat informace z riznych zdroji ohledné¢ molekularné genetické
podstaty zbarveni savci, gent, které zbarveni ovliviiuji, dale ohledné mutaci
objevujicich se v genomech savci a popsat barevné mutace ¢inéil a systém, jakym se
fidi chovatelé pii urCovani genetické podstaty zbarveni jejich zvifat. Cilem
experimentalni ¢asti prace bylo pomoci bioinformatickych nastroji vyhledat na zdkladé
homologie sekvenci vybranych geni zbarveni srsti u ¢lovéka a mysi stejné sekvence
u ¢in¢ily a zjistit podobnost mezi jednotlivymi zkoumanymi geny, identifikovat
zakladni geny zbarveni u ¢inc¢il a pomoci bioinformatickych nastroji identifikovat
jednotlivé oblasti v téchto genech (s vyuzitim databazi NCBI, Mouse Genome

Informatics, Next-Gen Chinchilla a jiné).



3 LITERARNIi PREHLED
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3.1 Zbarveni savcii a pri¢iny fenotypové variability

Zastupce kazdého zivoc¢isného druhu prosel od pocatku své existence na planeté
dlouhym vyvojem plnym zmén, bud’ rozsahlych a zcela ménicich anatomii i fyziologii
zvifete Ci jen malych a zvife se béhem milionu let témét nezménilo. Vyvojové zmény
jsou vysledkem evoluce a adaptace na prostfedi a jednd se naptiklad o zménu télesnych
rozmérti, zménu utvareni koncetin (napf. kinn — z pétiprsté koncetiny se evoluci
vyvinula koncetina zakoncend jedinym prstem) a ve vétsin¢ piipadi je vyvoj
doprovazen zménou fenotypu a zbarveni zvifete. U Selem, které maji jako prioritu lovit
kofist pro svou obzivu, je typické maskovaci zbarveni, pfizpiisobené co nejlépe
prostfedi, ve kterém se pohybuji a lovi, aby byly co nejméné napadné a zvysila se tak
jejich Sance na uspéch. Proto je naptiklad vétSina kockovitych Selem zbarvena skvrnité,
srst obsahuje Cernou a rizné odstiny hnédé barvy, od tmavé po piskové zlutou ¢i
plavou, aby splynuly s prostfedim savany. Stejné tak se bylozravci (napiiklad zebra)
chrani pted predatory pruhovanym zbarvenim, které ma v kombinaci s vysokym poctem
jedinct ve stdd¢ opticky zmadst nepfitele, aby se nemohl zaméfit na konkrétni zvife.
Podobné funguje u stadovych zvifat i plastové zbarveni. U mnoha ptaki zase miizeme
pozorovat vyrazny pohlavni dimorfismus, vyjadfeny mimo jiné zbarvenim, kdy samice
je hnéda, co nejvice splyva s prostfedim, aby mohla bezpecné sedét na vejcich, naproti
tomu samec je co nejpestieji zbarven, aby zaujal samici v dob& pafeni (ALDERTON,

2011; HARRIS @a SWINNEY, 2011; LLEWELLYNOVA, 2011; ZIEGLER, 2014).

3.1.1 Vliv domestikace na variabilitu zbarveni u zvirat

Riiznorodost zbarveni je pfimo ovlivnéna domestikaci a je tedy zdsadnim rozdilem
mezi domestikovanymi a divokymi zvifaty. Divokd zvifata jsou ve svém fenotypu
uniformni a objevuji se v konkrétnich, pro né specifickych zbarvenich ¢i vzorech srsti,
zatimco pro domestikovand zvifata je charakteristickd velka alelicka variabilita genii
spojenych se zbarvenim, tedy i variabilita zbarveni a vzoru srsti. Genetickd variabilita je
ptedpokladem pro selekei, pro kterou je vSak potfeba kombinovat informace z riznych
oboril: Slechténi zvifat, zoologie ¢i molekularni biologie a dopliovat je o udaje o
pleiotropnich efektech mutaci spojenych s barvou srsti, které mohou mit i patologické
ucinky. U mnoha druht domécich ¢i hospodatskych zvitat probihd fizena selekce

zamé&fena piimo na urCité zbarveni (napiiklad starokladrubsti koné jsou selektovani
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vyhradné na Cernou a bilou barvu srsti bez odznakl) nebo se provadi vyfazovani
Z chovu zvitat s nezddoucim zbarvenim nebo nepovolenym pro dané plemeno. Selekce
probiha jiz od samého pocatku domestikace a postupem casu a védeckého pokroku bylo
mozné selektovat ne jen na zaklad¢ samotného fenotypu, ale i dle genetického zalozeni
jedince a vznikala spousta studii. Bylo objeveno a popsano vice nez 300 lokustu a
identifikovano pies 150 gend spojenych s barvou srsti, na coz ma vliv i rizny stupen
pigmentace. Bylo zjisténo, ze podobna zbarveni srsti u riznych druhti zvifat mohou byt
projevem nékolika stejnych gent a zaroven rizné geny mohou byt zodpovédné za
velice podobné zbarveni u riznych jedinct ¢i druhd. V soucasnosti je geneticka
rozmanitost redukovana inbreedingem (ve Slechténi je kladen diraz na zvySovani
homozygotnosti v populaci a tim co nejvétsi piiblizeni se standardu daného plemene),
podobné jako tomu bylo na pocatku domestikace, kdy byla izolovana mala skupina
zastupcti druhti z jejich predki, tudiz vSechna domestikovana zvirata byla ovlivnéna
uzkou genetickou zakladnou. Vliv méla také skutecnost, ze domestikacnich center bylo
jen nékolik a z nich se pak zvitata Sifila dal. Postupem ¢asu, rozsitovanim druhti do
novych podminek prostiedi a s novymi naroky kladenymi ¢lovékem na zvifata vznikaly
nové alelické varianty pro adaptaci, zmény vzhledu, konstituce a dalSich, hlavné
uzitkovych vlastnosti. Piikladem velkych zmén je napiiklad kun, ktery byl
domestikovan pro maso a mléko a s vyvojem naroki na néj se stal transportnim,
vale¢nym a nasledné sportovné vyuzivanym zvifetem pro volny ¢as a rekreaci (CIESLAK

etal., 2011; HARRIS a SWINNEY, 2011).

3.1.2 Geneticka variabilita a priciny jejiho vzniku

Mutace je vétSinou nahodny a neadaptivni proces, ktery je zdrojem genetické
variability a bez ni by nedochézelo k evoluci. Evoluce je tedy fizena hlavné mutacemi
v nekodujicich ¢astech genomu zodpovédnymi za regulaci genové exprese (HEADON,
2015). Poprve byl termin uveden Hugem de Vries, ktery pouzil termin v roce 1903
k popisu nahlych diskontinudlnich zmén béhem vyvoje novych druhti Zivocichu.
Mutace jakozto modifkace gend se mohou tykat jednoho genu (tzv. genové mutace),
celého chromozomu (tzv. chromozomové mutace) nebo celého genomu (tzv. genomové
mutace ¢i aneuploidie). Ty jsou vice zaznamenatelné a zahrnuji ztratu ¢i vznik celych
chromozomut. Mutace gend jsou zmény vazané k jednotlivému genu. Mnoho z nich je

Skodlivych, ale nékteré jsou neSkodné ¢i uzitecné. Mohou se objevit u vSech zivych
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organismil véetn¢ vird. Mutace je dédicnad a méni geneticky materidl a to znamena, ze
vznikaji nové genetické varianty. V podstaté dochézi k chybam pii pifenosu genetické
informace, piestoze je proces tvoren velkym mnozZstvim kontrol a oprav. Bez mutaci by
neexistovaly alely, vSechny geny by byly ve stejné formé a ZivoCichové by nebyli
schopni evoluce a adaptace na prostiedi. Muze to byt pfimo zména genetického
materidlu ¢i proces, pfi kterém zména vznikid. Nejvyznamnéj$§imi zménami jsou
nukleotidové substituce (transice a transverze), inzerce a delece (RosYPAL et al., 1989;

SNUSTAD, 2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).

3.1.2.1 Mutace dle vlivu na fenotyp

Mutace s u¢inkem na fenotyp lze rozdélit podle toho, v jakém stadiu vyvoje zivého
organismu vznikaji. Jejich u¢inky zavisi na dominanci, typu bunék, ve kterych vznikaji,
a ve kterych obdobich Zivota organismu se projevi. Mutace diky degenerovanému
genetickému kdédu nemaji v mnoha ptipadech na fenotyp vliv. VétSinou jsou vsak
recesivni a §kodlivé. Naptiklad ty, které mutuji geny fidici metabolismus, jsou skodlivé
tim, Ze blokuji nékterou z metabolickych drah v diasledku toho, ze zmény v parovani
bazi zplsobuji zmény v sekvencich aminokyselin a tim mohou vznikat nefunkéni
produkty. Mutace mize mit vliv na fenotyp mizivy, zjistitelny jen biochemickymi
analyzami (geny, které obsahuji tyto mutace, jsou tzv. izoalely) nebo také vyrazny, kdy
dochazi k rozsahlym morfologickym zménam, nékdy az k letalité. Mutace vznikla
uvnitt genu vytvoii vZdy novou alelu toho genu. Pokud se produkty mutovanych gent
netvoii nebo nejsou funkéni, pak se jedna o tzv. nulové alely (SNUSTAD, 2009; WEAVER
a HENDRICK, 1997).

Bunky zarodec¢né (terminalni) linie (gametické bunky) u vysSich organismi, ze
kterych vznikaji gamety, jsou na zacatku vyvoje organismu oddéleny od bunck
nezarode¢nych neboli somatickych. Tedy podle toho, u jakych bun€k se mutace
vyskytuji, se d€li na mutace gametické (u zarode¢nych bunck) a somatické (u bunék
nezarode¢nych). Hlavnimi faktory, které urcuji pravdépodobnost projevu gametické
mutace v organismu, jsou jeji dominance a stadium cyklu reprodukce. Vznikaji u
mnohobunéénych organismu, které se rozmnozuji pohlavné. Mohou vznikat mutace
v DNA pohlavnich buné¢k a mutovany fenotyp bude patrny na potomstvu. Efekt
dominantni gametické mutace se projevi ihned na potomstvu. Pokud je recesivni, efekt

je potlacen (diploidni stav). Mutace muze vzniknout béhem celého cyklu reprodukce.
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Kdyz vznikne v gamet€, mutantni alelu bude mit pravdépodobné jen jeden z potomkd.
Pokud vznikne v primordidlni terminalni linii pohlavnich bun¢k, mize se zmutovana
alela dostat 1 do n¢kolika gamet, coz znamena vyssi pravdépodobnost jejiho pietrvavani
a nasledn¢ prenosu do dalSich generaci. Historicky prvnim piikladem gametické
dominantni mutace je pfipad berana s vyrazné kratSima nohama na farmé v USA
(1791), ktery nasledné zalozil novou linii. Vyhodou totiz bylo, Ze takovéto ovce
nepfeskoCily ohradnik. U mutaci somatickych (vznik ze somatickych bunck, ne
zarode¢nych), bude fenotypovy projev patrny pouze u naslednikti pfimo téchto bunék,
takze mohou ménit fenotyp jedince, ale nebudou se pienédset zdrodecnymi buiikami na
potomky. Z toho vyplyva, ze pokud mutace nevznikne v pohlavnich buiikach, nemutze
byt zdédéna (SNUSTAD, 2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).

Mutace dle vlivu na fenotyp lze rozdélit na mutace morfologické, nutri¢ni, letalni a
podminéné. Morfologické mutace méni tvar ¢i vzhled ¢asti téla, jsou viditelné a mohou
tedy byt lehce rozeznatelne od piirozeného vzhledu jedince. Napiiklad albini maji
zmutovany gen zodpovédny pro tmavy pigment srsti ¢i kiize (bézné geny pro tyrosinazu
— klicovy enzym pfii procesu vzniku melaninu zpisobujici ¢erny pigment srsti, klize a
o¢i). Melanin se v tomto pfipadé neprodukuje a v kazi albini tedy neni pigment.
Nutriéni mutace vznikaji u mikroorganismi, kdy nejsou schopny Zit na jednoduchém
mediu a potiebuji k Zivotu jednu a vice dalSich substanci k pieziti (tzv. auxotrofove), na
rozdil od prototrofnich organismi, které si umi vytvofit aminokyseliny, nukleotidy,
vitaminy a dal$i latky potfebné k Zivotu. DokaZzi tedy zit na minimalnim mediu, které
obsahuje pouze soli a zdroj energie ve formé gluk6zy. Organismy s nutri¢ni mutaci jsou
tedy zavislé na piidavku vyzivy, které nemutantni organismus nepotiebuje. Letalni
mutace jsou takové mutace, se kterymi organismus, ktery je ma v genetické vybave,
neni schopny zivota. Piikladem je mutace, kterd inaktivuje jednu ze subjednotek RNA
polymerazy v genu. Takto organismus nemuze vytvaret RNA a tedy nemuiZe ani
existovat. Haploidni organismus s touto mutaci ihned zanika, protoze nema zadny
nemutantni gen pro kompenzaci, zatimco diploidni organismus mutze byt nositelem
letdlni mutace, kterd je maskovéana tzv. wildtype alelou, po mnoho generaci a
neprojevuje se (neobjevime ho). Projevi se letdln¢ v ptfipadé, Ze se kiizi dva
heterozygotni organismy a mutace se projevi u recesivnino homozygota. Mnoho
letalnich mutaci je pravé recesivnich. Podminéné mutace jsou V podstaté mutace

letalniho charakteru jen za urcitych podminek (podminéné letalni). Letalni jsou Vv tzv.
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restriktivnim prostiedi, V tzv. permisivnim prostfedi s nimi v$ak organismus dokaze
jsou vyuzivany k analyzam mnoha biologickych procesi (fotosyntéza, embryonalni
vyvoj, atd.). Existuji 3 typy mutantli: auxotrofni nedokazi syntetizovat nékteré zakladni
latky (naptf. aminokyseliny, vitaminy, pyriny, atd.; prototrofni dokazi) a rostou jen
v prostfedi, kde je v médiu obsazen metabolit. Teplotné senzitivni mutace se projevuji
jen za urcitych teplotnich podminek, naptiklad u Siamskych kocek, které maji
zmutovany gen pro tmavou barvu srsti. Srst ma tmavou barvu na ¢astech téla, které jsou
chladnéjsi nez zbytek téla (koncetiny, ocas, Casti obli¢eje, usi), zatimco télo s vyssi
teplotou je svétlé. To znamenad, Ze t€lo je dost teplé na inaktivaci enzymu produkujiciho
barvu a je tedy svétlé, zatimco chladné okrajové €ésti dovoluji projev mutace a jsou
tmave. Supresor-senzitivni mutace se projevuji, pokud je zde dals$i geneticky faktor
(supresor), ktery mize napravovat ¢i kompenzovat poruchu fenotypu v disledku této
mutace, nebo zafidi, aby mutantni genovy produkt nebyl nutny (HEADON, 2015;

SNUSTAD, 2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).

3.1.2.2 Mutace dle vlivu na geneticky material

Mutace lze také rozdélit dle toho, ¢im jsou zplsobeny, jakou pficinou a jakého
charakteru ta pii¢ina je. Mutace s vlivem na geneticky materiadl maji vliv na DNA a
zahrnuji modifikaci, inzerci a deleci a jsou oznacované jako bodové mutace (SNUSTAD,
2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).

Mutace ménici smysl a mutace beze smyslu

Mutace mize ménit smysl useku DNA, kdy zménéna baze méni kodon tim, ze
vznikne jina aminokyselina nez obvykle a nasledné je vlozena nespravna aminokyselina
do proteinového produktu mutovaného genu (napt. kodon CCG — CGG— zarazeni jiné
aminokyseliny). MliZze také vzniknout kodon, ktery nema smysl, tzv. stop kodon, ktery
zptisobuje ukonceni translace. Napfiiklad kodon pro tryptofan UGG miiZze byt zménén
na UGA nebo UAG a oba jsou stop kodony. Delece je ztrata jednoho ¢i vice nukleotidi
ze sekvence a inzerce naopak vklada jeden ¢i vice nukleotidi do sekvence. Delece a
inzerce jednotlivych bazi tedy mohou ménit translacni ¢teci ramec uprostied genu. Jsou
to tzv. ,,frameshift* ¢i posunové mutace (posunuti/zména ¢teciho ramce). Ménit se mize
také chemické slozeni jednotlivych bazi, kdy jedna purinova béaze nahradi druhou

(A—G a naopak) nebo pyrimidinova baze nahradi tu druhou (C—T a naopak). Jedna se
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pak o tzv. tranzici. Pfi transverzi pak nahrazuje pyrimidinova baze purinovou nebo
naopak (RosYPAL et al., 1989; SNUSTAD, 2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).

Spontanni mutace

Spontdnni mutace se objevi bez pfitomnosti mutagenu nebo bez cinidla
zpusobujiciho mutaci. Vznikaji tedy bez zjevné pti¢iny, napiiklad v disledku drobnych
poruch metabolismu nebo je mize vyvolat n¢jaka latka z vnéjSiho prostiedi. Moc ¢asto
se neobjevuji, ale existuji odliSnosti mezi geny i mezi organismy. Plsobenim
chemickych ¢i fyzikalnich latek s mutagennim ucinkem (tzv. mutageni) pak vznikaji
mutace indukované, kdy ptisobenim latek dochazi ke zménam v DNA ¢i u virt RNA.
Do této skupiny patii ultrafialové zareni, ionizujici latky a Siroka Skala chemickych
latek. Latkou, ktera poskozuje DNA a je potencidlnim karcinogenem jater, jsou
aflatoxiny (FRIEDBERG et al., 2006). Problém jak urcit zda mutace vznikla spontanné
nebo byla indukovana mutagenni latkou lze feSit analyzami uvnité populace a
srovnavanim populaci mezi sebou. Pokud se naptiklad mutace objevi u 99% jedinct
z populace, je pravdépodobné, ze mutace je indukovana mutagenni latkou. Déle pak je
vhodné postupovat srovnavanim populaci vystavenych mutagenni latce a kontrolnich
populaci, které latce nebyly vystaveny. Typy spontannich mutaci viz nize:

a) Mutace vzniklé pti procesu replikace DNA

Replikace je velice ptesny a precizni proces, béhem syntézy DNA se vSak mohou
vyskytnout chyby. Piikladem jsou mutantni vldkna bakterie E. Coli zvané¢ mutatory,
ktera vytvaii o mnoho vyssi pocet chyb pfi replikaci neZ je obvyklé, takZe pocet mutaci
je v jejich ptipad¢é vysoky. Tyto mutatory jsou zmapovany pro nékolik riznych gend.
Napiiklad mutD, ktery kdduje epsilonovou subjednotku holoenzymu DNA polymerazy
III. Tento polypeptid dava holoenzymu jeho 3'—5" polymerazovou aktivitu. Bez této
aktivity nedojde Kk opravé, tudiz nové replikovana DNA je ponechana s piebytkem
mutaci. Diky jinym mutatorim probiha replikace az moc piesné a organismy poté
vykazuji nizké evolu¢ni pokroky. Dale mohou naruSovat mechanismus pro opravy
nesoulada v replikaci DNA, které opravny systém vynechal.

b) Chyby v replikaci zptisobené DNA bazemi

Baze existuji v jedné ¢i dvou moznych formach (tautomery; naptiklad baze thymin
existuje v keto- a enol -formg). Pokud se baze vyskytuje v jiné formé nasledkem
tautomerizace (zaména jedné formy za druhou), nasledné ji pti replikaci ptifadi

polymeréza jinou bazi nez by ptidélila normalné a vznikne mutace.
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c) Spontanni posunové mutace béhem replikace (posunuti ¢teciho ramce)

Vznikaji inzerci nebo deleci jedné nebo vice bazi uprostted kodovaci oblasti, coz
méni Cteci ramec pro translaci a vytvaii tak rozsahlé zmény. Méni totiz kazdy kodon od
mista mutace az po konec mRNA. Dokud jeden z nové vzniklych kodonl neni stop
kodon, pted¢asné ukonceni je vysledkem posunoveé mutace.

d) Mutace zpisobené deaminaci

Béhem deaminace maji baze (hlavné cytosin) mirnou tendenci ztracet své
aminoskupiny. Cytosin misto své aminoskupiny piijme karbonylovy kyslik, coz ho
preméni na uracil, ktery se paruje s adeninem misto guaninu. Adenin miize byt téz
deaminovan a nese skupinu hypoxantin, kterd se péruje s cytosinem misto thyminu.
V obou ptipadech tedy mize vzniknout mutace, jelikoz se vytvaii nova baze s jinym
parovanim. Pfeména cytosinu na uracil je ¢astd, organismus ma vSak mechanismus na
odstranéni uracilovych bazi, které se vélefiuji do DNA chybami. V mechanismu je
zahrnut enzym uracil-DNA glykosylaza, ktera ru$i vazbu mezi uracilem a jeho
deoxyribdzou, odstraiiuje tedy uracil a zanechdvd DNA vldkno obsahujici jeden cukr
bez baze. Pro parovani s guaninem na protéj§im vlakné pak cytosin zastoupi jiny
enzym. Mutace tedy touto deaminaci nevznikd, ale potencialné by mohla. Vznika vsak
z modifikované baze ptidané k zakladnim ctyfem, kdy nejcastéjsi je S-methylcytosin,
ktery se paruje s guaninem stejné jako normalni cytosin, ale chova se jinak. Mista
s touto bazi jsou tzv. zhava mista neboli ,,hot spots* pro spontanni mutace deaminaci. U
savcll je cytosin v urCitych CG sekvencich ter¢ pro metylaci a béhem evoluce vedla
deaminace ke konverzi vétSiny CG sekvenci na TG, tedy dochazelo k mutacim
(RosypAL et al., 1989; WEAVER a HENDRICK, 1997).

e) Tripletové repetice

Pifi mutaci dochazi k opakovani (repeticim) tripletu mnohem castéji nez
Vv normalnim stavu. Tyto mutace zpisobuji zavazna onemocnéni ¢loveéka, naptiklad
Huntingtonovu chorobu, myotonickou dystrofii, spinobulbarni svalovou atrofii a dalsi
degenerativni onemocnéni. Pii syndromu fragilniho X chromozomu se triplet CGG
misto normalnich 6-54 repetic vyskytuje v fadech stovek az tisicti repetic, pti¢emz tento
pocet mize byt individualni a neni znamo, jak tato mutace vznik4 (FRIEDBERG et al.,

2006; RosYPAL et al., 1989; SNUSTAD, 2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).
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Indukované mutace

Typem téchto mutaci je chemicka mutageneze. Mutace vznikaji daleko castéji nez
spontanni mutace a jsou zpusobeny environmentalnimi vlivy, hlavné chemickymi
latkami a radiaci. Prvni latkou, u které byla prokazana mutagenni schopnost, byl
hoi¢i¢ny plyn neboli yperit (v podstaté olej, di(2-chloro-ethyl)sulfid) zptisobujici smrt
masivnim poSkozenim hematopoietického systému, jehoz vyzkum probihal béhem
druhé svétové valky. Latka méla schopnost vazat alkylové skupiny piimo na DNA.
Nekteré chemikalie zvySuji poCet mutaci vzniklych spontanné€, naptiklad deaminace se
urychluje a rozsifuje diky kyseliné dusité nebo bisulfidu ¢i teplem, posunové mutace
zase akridinovymi barvivy. Jejich vlivem dochazi ke zméné¢ konformace
dvousroubovice a ta se v dusledku toho krouti a prohyba. Méni se také posloupnost bazi
ve vlaknu vlivem adice ¢i delece a opét dochazi k posunu ¢teciho ramce. Nékteré
syntetické slouCeniny zase zvySuji frekvenci tautomerizace, coz vede k mutacim.
Kyselina dusitd pisobi mutacné na replikujici i nereplikujici ¢ast DNA a zptisobuje
oxidativni deaminaci aminoskupin u adeninu, cytosinu a guaninu, kdy jsou
aminoskupiny prevedeny na ketoskupiny a modifikované baze pak maji jiné vlastnosti
vodikovych vazeb. Elektrofilni latky z prosttedi vyhledavaji elektrony (negativni
naboj), vytvaii vazby a mnohé jsou pak v téle metabolizovany na elektrofilni
slouceniny. DNA molekula obsahuje mnoho elektront, kdy kazdy nukleotid obsahuje
plny negativni ndboj na fosfatu a caste€né negativni ndboje na bazich. Kdyz se
elektrofilni latka navaze na tato mista, obvykle pfida alkylovou skupinu (alkylace)

(FRIEDBERG et al., 2006; SNUSTAD, 2009; WEAVER a HENDRICK, 1997).

3.1.2.3 Reverze mutace

Mutace genu, kterd vede k mutantnimu fenotypu, tzv. pfima mutace, mize nékdy
zmutovat zpét do formy standardni alely a obnovuje tak standardni fenotyp. Znamena
to, Ze mutace je reverzibilni a je to tedy vratny proces. Jako reverzi ¢i reverzni mutaci
oznacujeme mutaci, ktera vraci fenotyp, zménény mutaci pfimou, do plvodni
(standardni) formy. Tento proces bud’ prostfednictvim zpétné mutace (druhd mutace
vznikld ve stejném misté genu jako mutace plvodni, takova, obnovujici plivodni
sekvenci nukleotidii) nebo supresorové mutace (druhd mutace vznikla v jiném misté
genomu, ale efekt jejiho ucinku je stejny jako prvni mutace, neobnovuje vSak pivodni

nukleotidovou sekvenci; mize se nachazet v riznych oblastech stejného genu jako
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mutace standardni ¢i v jinych genech, na jinych chromozomech). U nékterych mutaci je
pravidlem, Ze reverze u nich probihd hlavné zpétnou mutaci, u jinych zas primarné
supresorovou mutaci. Zda se jedna o jednu ¢i druhou moznost se v analyzach zjistuje
pomoci kiizeni mezi jedincem s fenotypovou reverzi a standardem. Jestlize Slo o
zpétnou mutaci, potomci po tomto kiizeni budou mit vSichni standardni fenotyp. Jestlize
se jednalo o supresorovou mutaci (obnoveni standardniho fenotypu touto cestou),
puvodni mutace se V potomcich bude stile projevovat. OdliSime ji od supresorové
pomoci rekombinace (RosyPAL et al., 1989; SNUSTAD, 2009).

Existuje n¢kolik typt reverze: prava reverze spo¢iva v uplné obnové zmutované
nukleotidové sekvence na sekvenci puvodni a dochédzi k uplnému névratu fenotypu na
standardni. Jev je typicky pro bodové mutace, pti nichz dochazi k substituci jednoho
nukleotidu ¢i jednoho nukleotidového paru. Reverzi lze vratit kodonu smysl, pokud jej
pfi bodové mutaci ztratil tim, ze se v kodonu vymeéni ,,nepatti¢ny* nukleotid za ptivodni
pomoci transice nebo transverze, tzv. operaéni reverze a ke zpétné mutaci dochazi tak,
ze kodon, ktery byl zménén plivodni mutaci, se v mutantni alele stukturniho genu zméni
v kodon synonymni s ptivodnim kodonem. Obnovi se tak funkce polypeptidového
fetézce, ktery je kodovany touto alelou. Genetickd informace ve standardni alele se pii
tomto typu reverze obnovuje jinou formou jejiho zapisu. Dochazi k Uplnému néavratu do
standardniho fenotypu. Dal$im typem je pseudoreverze, kdy dochazi k obnoveni funkce
polypeptidu koédovaného touto alelou, ale méa jiny smysl nez plvodni kodon.
Aminokyseliny vtomto piipadé navozuji Caste¢né nebo uplné biologickou funkci
polypeptidového fetézce a dochazi tak Casteéné nebo uplné k navratu ke standardnimu
fenotypu. Intra- a intergenova supresorova mutace vznika po recesivni mutaci, jejiz
ucinek suprimuje (potlacuje) a nelpln€ obnovuje plvodni standardni fenotyp. Tato
recesivni mutace, jejiz UCinek je potlaten supresorovou mutaci je tzv.
supresorsenzitivni. Intragenova vznika ve stejném genu jako supresorsenzitivni mutace,
intergenova Vv jiném. Alela potlacujici fenotyp ovlivnény recesivni mutaci je tzv.

supresor (RosypPAL, 2000).
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3.1.2.4 Epigenetické jevy ovliviiujici fenotypovou variabilitu

Epigeneticka dédi¢nost je védni obor zabyvajici se modifikaci jadernych genti nebo
chromozomu, které méni expresi genu, ale neméni sekvenci DNA. Jednd se o
reverzibilni proces. Doslova termin znamena ,,mimo konvenéni genetiku“ a v soucasné
dob¢ je pouzivan k popsani stalych zmén v potencidlu genové exprese vznikajici béhem
vyvoje a buné¢né proliferace. Modifikace se objevuji béhem oogeneze, spermatogeneze
i vranych stadiich embryogeneze, kdy dochazi k diferenciaci buné¢k v jejich
totipotentnim stadiu béhem embryonalniho vyvoje. Exprese jednotlivych genti se méni
zpuisobem, ktery muze byt stdly béhem zivota jedince, mohou tedy permanentné
ovliviiovat fenotyp. Nejsou vSak permanenti v prubéhu generaci. Gen tedy muze byt u
jedince inaktivovan vlivem epigenetické modifikace po cely zivot, av§ak kdyz tento
jedinec produkuje gamety, gen se muze stat aktivni a zlstat ¢inny béhem Zivota
potomkd, ktefi zdédi aktivni gen (BROOKER, 2012; JAENISH a BIRD, 2003). Dale je
pouzivan pojem ,,epigeneze®, ktery znamena interpretaci genotypu béhem vyvoje pro
vytvofeni fenotypu (JAENISH a BIRD, 2003). V populacich vznikaji genetické zmény
zavisejici na schopnosti organismu udrzet si dany genotyp ve stabilnim prostiedi a
schopnosti se rozvijet pomoci modifikaci v reakci na podstatné zmény prostiedi. Tyto
zmeény v genomu mohou byt dvoji povahy: mohou feSit ustdlené fyzikalni zmény
v sekvencich DNA vedouci k mutacim a nebo reverzibilni chemické modifikace
nukleotidi nebo struktury chromatinu vedouci k epimutacim (KOVALCHUK a
KOVALCHUK, 2012).

Je charakterizovano nékolik mechanismi, které zprostiedkovavaji epigenetické
jevy: DNA metylace, modifikace histonti a nekddujici RNA. Epigenetické mechanismy
jsou nezbytné pro vyvoj a diferenciaci, ale mohou také vzniknout u dospélého ¢lovéka
¢i my$i bud’ ndhodnou zménou nebo vlivem prostiedi. Tyto mechanismy také chrani
pred virovymi genomy, které mohou prevzit (,,ukrast™) funkce bun€k pro jejich vlastni
potifebu. Zda se, ze umoznuji organismu reagovat na Zivotni prostiedi prostfednictvim
zmén v genové expresi. Modifikace jsou interpretovany pomoci proteint, které
rozpoznaji jednotlivé modifikace a usnadnuji adekvatni biologické efekty (JAENISH a
BIRD, 2003).

Molekula DNA ve své chemické struktuie obsahuje dvé tlozisté informaci. DNA
sekvenci, kterd nese dédi¢nou genetickou informaci a vzor distribuce kovalentné

vazanych metylovych skupin do cytosinovych bazi v DNA. Pokud je geneticka
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informace podobna ve vsech tkanich jedince, je vzor distribuce metylace specificky
ohledné typu buiky napfi¢ genomem. DNA metylace je dulezitym regulatorem funkce
genu (CRAIG a WONG, 2011). U savcu se jedna o postreplika¢ni modifikaci nachazejici
se hlavné v cytosinové bazi dinukleotidovych sekvenci CpG. Rozah zmén vlivem
metylace béhem vyvoje za¢ind vinou demetylace béhem §tépeni, nasledované novou (de
novo) metylaci po implantaci v celém genomu. Demetylace je aktivni proces, pii kterém
se odstraiiuje metylace ze samciho genomu béhem prvnich hodin pfi oplozovani,
pficemz mateisky genom je pouze pasivné demetylovan béhem nésledujiciho Stépeni.
Rozsah metylace v genomu gastrulujiciho embrya je vysoky vzhledem k nové metylaci,
ale béhem diferenciace ma ve specifickych tkanich klesajici tendenci (JAENISH a BIRD,
2003).

Byly pozorovany rozdilné fenotypy mys$i s mutacemi v riznych genech enzymu
DNA metyltransferdzy (DNMT), metyl-vazajicich proteint (MBD1-4) a histony-
modifikujicich proteini. Z této fenotypové analyzy vychazeji zavéry o roli DNA
metylace a vznik vzord metylace béhem vyvoje. Vétsina z mutaci méla za nasledek
celkovou demetylaci a letalni vliv na embryo, dale také chromozomalni nestabilitu,
abnormality v chovani, mutantni fenotyp, vzySenou frekvenci mutaci atd. Déle také
analyza DNA metyltransferdz prokazala, ze DNA metylace je nezbytna pro vyvoj
obratlovct (JAENISH a BIRD, 2003).

Dalsi mechanismus epigenetiky se tyka bunéénych proteintt s malym jadrem
zvanych histony, které jsou na rozdil od jinych proteinii v bufice evolu¢né téméf
konzervované, s minimalnimi zménami a které spocivaji pouze v rozdilu nékolika
aminokyselin mezi ¢lovékem a kvasnicemi. Vysoky stupent konzervace napovida, Ze
maji velmi dilezité a podobné fuknce u vSech eukaryot, s nejvétsi pravdépodobnosti
v obalu DNA v jadie a musi tedy hrat roli ve specifickych procesech templatované
DNA zahrnujicich transkripci, replikaci, rekombinaci a opravy DNA. Histony se tedy
ucastni Siroké Skaly biologickych procestt diky jejich rozdilnym kovalentnim
modifikacim. Prvni modifikaci zjistil Murray (1964), kdyz objevil methylaci lysinu
v histonech brzliku u telete. Dalsi vyzkumy pozd&ji odhalily ADP-ribosylaci,
ubikvitinaci, fosforylaci serinu a acetylaci lysinu. Tyto kovalentni modifikace mohou
nastat na vSech histonech, preferované oblasti pro modifikaci vSak jsou amino- a
karboxy-zakonceni, nejspi§ pro svou dostupnost v nukleozomu. Odlisné modifikace

histonl a ur¢ité aminokyseliny, na kterych se typicky vyskytuji, jsou spojené se
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specifickymi biologickymi procesy. Ribosylace kvili své velikosti je jedna z nejvice
dramatickych posttranslaénich modifikaci. Poly-ADP-rib6za sestdvd z homopolymeru
adenosin-difosfat-ribozy, ktera je kovalentné spojena s jadernymi proteiny diky skupiné
poly-ADP-rib0za-polymeraz, které pouzivaji NAD+ jako kofaktor. Je to relativné
prechodna modifikace regulujici vazbu nuklearnich proteini na DNA. Studie prokazaly
roli této modifikace v dgjich zprostiedkovavajich chromatin. Ubikvitinace je nejéastéji
modifikace histoni H2A a H2B (lysin) u vyS8ich eukaryot. Je spojena s transkripci,
kterou muze aktivovat nebo utlumovat. Ubikvitinace lysinu 119 histonu H2A je
katalyzovana polykombnimi proteiny (Bmill/Ringl), ¢imz dochazi k represi
transkripce. Ubikvitin je uvolnovan H2A a H2B b&hem odpovédi na bunécny stres a je
ligovan na zni¢ené proteiny a tyto ubikvitinované histony mohou slouzit jako sklad pro
ubikvitin v jadie. Vyzkumy zamétené na fosforylaci histonlt H1 a H3 serin 10 ukézaly,
Ze oba histony byly béhem mitézy hyperfosforylovany na kondenzovanych mitotickych
chromozomech a dale se ukazalo, Ze fosforylace H3 je pro tento proces vyzadovana, H1
vSak neni nezbytny. Fosforylace histoni se také objevuje b&hem apoptdzy pii
genotoxickem stresu. Nejlepsi funkce této modifikace je fosforylace serinu 13 na
histonu 2A (varianta H2AX) v odpovédi na zlom vytvofeny na dvouvldknové DNA.
Fosforylovany H2AX totiz zfejm& dopliiuje mechanismus oprav  DNA v misté
poskozeni. H2AX byl také detekovan v mitotickych buiikdch ne v roli oprav poSkozeni
DNA, ale s podobnou funkci v kondenzaci chromatinu jako H3. Acetylace lyzinu je
typicky spojena s transkripci u vSech eukaryot, ti€astni se celého multiproteinového
komplexu regulace transkripce, konkrétné remodelace chromatinu pro faktory
transkripce pro navazani DNA, které rozpoznavaji odpovidajici sekvenci. Utelem
acetylace histontl je tedy zfejmé stabilizace navazani dilezitych faktorti na chromatin

pro zvySeni pravdépodobnosti iniciace transkripce (JEANTEUR, 2005; TosT, 2008).

3.1.2.5 Rekombinace

Rekombinace je nova kombinace sekvenci nukleotidii ve skupiné zplsobené
crossing-overem a podili se tedy stejné jako mutace na zméné genetické informace.
Crossing-over je vyména nukleotidovych sekvenci mezi homologickymi skupinami
DNA a probiha tak, ze dojde ke zlomu a opétovnému spojeni. Nejprve se nastépi dva
paralelni homologické polynukleotidové fetézce a fragmenty takto vzniklé se spoji do

ktize, ¢imz vznikne organismus zvany rekombinanta. Dle ROSYPAL et al. existuji dva
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typy rekombinace, (1) obecna rekombinace je vysledkem crossing-overu, ktery probiha
mezi jakymikoliv geny ¢i sekvencemi alel v ramci homologickych vazbovych skupin.
Muize probihat mezi geny (intergenova) nebo mezi sekvencemi alel téhoz genu
(intragenova). Dochazi kni mezi virovymi genomy, které infikovaly hostitelskou
buniku, u prokaryot pii transdukci, transformaci a konjugaci a dale béhem mitozy a
meidzy eukaryot. (2) Specificka rekombinace je vysledkem crossing-overu, ktery
probihd mezi homologickymi sekvencemi dvou jinak nehomologickych vazbovych
skupin, probiha tedy jen na jejich urCitych mistech (ROSYPAL et al., 1989; ROSYPAL,
2000).

3.1.2.6 Reparace DNA

Reparaci DNA se oznacuji mechanismy vyvinuté v Zivych soustavach pro ochranu
genomu pied poskozenim a které mohou do urcité miry posSkozeni genomu opravit.
Jednd se o enzymové odstranéni chyb vzniklych pii replikaci, rekombinaci nebo pfi
plusobeni exogennich vlivi. Opravy probihaji pfi chybném parovani (zatazeni
nukleotidu pfi replikaci, ktery neni komplementarni), pti mezefe v DNA 0 rozsahu
jednoho ¢i vice nukleotidli uvnitt fetézce DNA (probiha tzv. opravna syntéza, kdy je dle
neposSkozené¢ho vlakna mezera zaplnéna) a déle pii zlomu, kdy dochazi k preruseni
fosfodiesterové vazby mezi dvéma nukleotidy vedle sebe v nukleové kyselingé diky
endonukledzdm. Zlom mulZe nastat v jednom polynukleotidovém fetézci DNA
(jednofetézcovy) nebo v obou polynukleotidovych fetézcich (dvoufetézcovy). Pokud
vzniknou zlomy na obou vlaknech v mistech sobé& blizkych, oznacuje se zlom jako
»posunuty*“ a pokud jsou piimo naproti sob€, oznacuje se zlom jako ,,zarovnany‘

(RosypAL et al., 1989).
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3.2 Molekularné-genetické zaloZeni zbarveni savci

Pigment v pokozce zvifat se obecné nazyva melanin a objevuje se ve vsech
formach organismt, pficemz je podobny pigmentim hub a bakterii, neni vSak stejny.
Barvu srsti u saveu urcuji dva zékladni pigmenty eumelanin a feomelanin. Eumelanin je
zakladem pro vznik Cerné az hnédé barvy a feomelanin dava vznik zlutému az
cervenému zbarveni. Jsou to dva chemicky odlisSné melaninové pigmenty a jsou
produkovany melanocyty savcti. Eumelanin je vysoce heterogenni polymer slozeny
z jednotek DHI (5,6-dihydroxyindol) a DHICA (5,6-dihydroxyindol-2-karboxylova
kyselina) v redukované ¢i oxidované formé a z jednotek pyrolu odvozenych z jejich
peroxidaéniho S§tépeni. Pheomelanin je sloZzen pfevazné z benzothiazinovych derivati
obsahujicich siru. Lze je kvantitativné analyzovat acidickou manganistanovou oxidaci
nebo redukéni hydrolyzou jodovodiku za vytvofeni pyrol-2,3,5-trikarboxylové kyseliny
¢i aminohydroxyfenylalaninu (LAMOREUX et al., 2004; SOLANO, 2014).

Vedle eumelaninu a feomelaninu existuji jes$té neuromelanin a smiseny melaninovy
pigment. Neuromelaniny jsou makropolymery sestavajici z amino- a noradrenalino-
chromi a stejné jako ostatni melaninové pigmenty jsou to hnédocerné pigmenty
rozpustné v organickych rozpoustédlech. Maji vlastnosti jako oba melaninové
pigmenty, vytvareji chelatovou vazbu s kovy a reaguji s nékterymi anorganickymi
a organickymi slou¢eninami. Dal$i typy melaninu mohou vznikat enzymatickou oxidaci
serotoninu ¢i tryptofanu prostfednictvim tyrosinazy a vysledné maji jinou strukturu nez
bézné melaniny. Struktury podobné melaninu také mohou vznikat transformaci
opioidnich peptidd fizenou tyrosinazou, jejimz vysledkem jsou ¢erné az hnédé pigmenty
S paramagnetickymi vlastnostmi téméf identickymi s DOPA-melaninem (SLOMINSKI et
al., 2004; SoLANO, 2014).

Pigmentace pokoZky je pod komplexni genetickou kontrolou regulovanou vice nez
150 alelami rozmisténymi na 90 lokusech, jejichz proteinové produkty se chovaji jako
enzymy, strukturdlni proteiny, regulatory transkripce, transportni prvky, receptory ¢i
rustové faktory se spoustou funkci a zaméfeni a pravé mezi t€émito produkty se nachazi
dilezité stukturalni, enzymatické a regulacni melanosomalni proteiny kodované lokusy
albino(c)/TYR, brown(b)/TYRP1, slaty (slt)/TYRP2/DCT, silver (si)/SILV, pink-eyed
dilute (p)/P/OCA2, underwhite (uw)/OCA4, MART1 a OA1 (SLOMINSKI et al., 2004).
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3.2.1 Buiiky produkujici melanin - melanocyty

Melanocyty jsou dendritické pigmentové buiiky produkujici melanin, jsou tedy
zdkladem celého zbarveni a nachazi se mezi keratinocyty v pokozce (druhy typ
pokozkovych bungk). Z fyziologického hlediska je syntéza v melanocytech omezena do
melanosomu, coz jsou zvlastni organelové struktury nachazejici se v cytoplazmé
melanocytl, vznikaji ods$tépovanim z Golgiho aparatu a jejich enzymatické
a strukturalni elementy jsou v procesu pfipominajicim utvafeni lysozomi organizovany
a propojeny oddé¢lené. Procesy membranového transportu se vSak mezi melanosomy
a lysozomy lisi. Obecné plati, Ze struktura melanosomu zalezi na typu melaninu, ktery
produkuje. Eumelanosomy jsou eliptické a obsahuji fibrilarni matrix, zatimco
feomelanosomy maji rizny tvar, pievazné vSak kruhovy obvod a obsahuji
vezikuloglobularni matrix (RUZICKOVA JARESOVA, 2013; SLOMINSKI et al., 2004).

Vyvoj melanosomu zahrnuje &tyii kroky, pticemz prvni krok se shoduje
sorganizaci raného matrixu. Ve druhém kroku je jiz matrix zorganizovan, ale u
eumelanosomi bez melaninové formace, ve feomelanosomech je melanin v tomto
kroku jiz utvoten. Ve tietim kroku probiha ulozeni melaninu a ve ¢trvtém kroku jsou
melanosomy plné¢ melanizovany, tzn. kompletné naplnéné melaninem. Pii
patologickych podminkach, tedy napiiklad u melanomu, je tento proces deregulovan,
tyrosinaza muze byt aktivovana jiz v prvnim kroku, zatimco melanin maze byt ulozen
bez organel jako tzv. granuldzni typ bez fibrilarniho ¢i vezikuloglobularniho matrixu.
Tyto granuldézni melanosomy produkuji eumelanin. V biogenezi melanosomti neni
znam rozdil mezi folikularnimi a epidermalnimi melanocyty. Ve folikulech ¢erné¢ho
vlasu tedy melanocyty obsahuji nejvys$si po¢et melanosomi (eumelanosomy), které
maji zaroven nejvyssi koncentraci elektront a kazdy ma fibrilarni matrix. V hnédém
vlasu jsou melanocyty pon¢kud mensi a v blond vlasu jsou melanosomy jen maélo
melanizované, Gasto je viditelny jen melanosomalni matrix. Cerveny & zrzavy vlas
obsahuje vezikularni matrix, melanin je uloZen nepravidelné ve skvrnach. V prvnim
kroku  mohou  melanosomy  obsahovat  melanogenezi-ptibuzné  proteiny
(,,melanogenesis-related proteins®, MRPS), které jsou vSak katalyticky inaktivni, dokud
je proces Stépeni nasledujiciho proteinu neuvolni dovniti melanosomd. Tyto procesy
jsou spojeny se zménou tvaru melanosomu (z kulovitého na elipticky) a s formaci
intramelanosomalni fibrilarni sité (eumelanosomy). Zajimavé je, ze eumelanogenické

i feomelanogenické melanosomy mohou koexistovat ve stejné lidské buiice, ale ne bez
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stejné cesty vzniku. K syntéze eu- i feomelaninu jsou potieba stejné melanosomy
zpusobujici prepnuti (,,switch®). Tyto strukturalni principy plati pro folikularni
melanocyty a pravdépodobné i pro lidské epidermalni melanocyty a kozni melanocyty
hlodavcu. Jelikoz jsou melanosomy metabolicky aktivni organely, jejich aktivita ma
vliv na funkci hostitelského melanocytu nebo keratinocytu a melanosomy tedy mohou
modifikovat energeticky flexibilni metabolismus buniky pfepindnim oxidativniho
katabolismu na anaerobni glykolyzu, ménici poméry NAD/NADH a NADP/NADPH
uvniti buiiky a/nebo stimulujici cestu pentézového fosfatu. Cinnost hostitelské buiiky
muze byt také ovlivnéna pfitomnosti pigmentovych granull, které mohou regulovat
koncentraci vapniku uvnitf cytosolu nebo mohou obousmérné vézat kationty nebo
bioregula¢ni slouceniny jako jsou katecholaminy, serotonin a prostaglandiny

(SLomiNsKi et al., 2004).

3.2.2 Vznik melaninovych bunék - melanogeneze

Vznik melanosomt (melanogeneze) zahrnuje interakce mezi strukturami hrubého
endoplasmatického retikula (RER) a vezikuly a kanaly trans-Golgiho aparatu (TGN).
Aby mohlo dojit k syntéze melaninu v melanosomech, musi byt pfitomen tyrosin
a fenoloxidazovy enzymovy komplex (tyrosinaza, fenolaza), za jehoZz syntézu
odpovidaji  ribosomy RER. Fenoloxidaza pfeméni tyrosin na DOPA
(dihydroxyfenylalanin), ktery dale oxiduje na dopachinon. Dalsi kroky tvorby barviva
(konverze dopachinonu na indolchinon a polymerace indolchinonu v melanin) probihaji
spontanné (bez enzymové katalyzy). Melanosomy s hotovym pigmentem dale putuji
Z bunééného téla do jeho vybézkli a jimi ke keratinocytiim, kterym jsou piedany.
Piedani hotového produktu jednou burikou druhé buice je tzv. cytokrinni sekrece.
V keratinocytech se melaninovéa zrna shromazd'uji nad bunéénymi jadry, kde tvofi tzv.
pigmentové CepiCky a chrani je pfed ucinky UV zéfeni. V pokoZce tedy existuji tzv.
epidermalni melaninové jednotky, pficemz jeden melanocyt zasobuje melaninem asi 36
keratinocytti (RUZICKOVA JARESOVA, 2013; SLOMINSKI et al., 2004).

Dle SLominskI et al. (2004) ptitomnost tyrosindzy v melanocytech zpusobuje
rapidni oxidaci tyrosinu nebo L-DOPA na dopachinon, cimz je zahajen proces vzniku
eu- nebo feomelaninu. Rychlou oxidaci DOPA na melanin téz zplsobuje vysoka
koncentrace iontl kovii jako je Mn?* nebo Cu?*. Kovové kationty jako med’, zinek

a zelezo jsou zahrnuty v pifeméné dopachromu na DHICA. Formace eu- ¢i feomelaninu
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je pfimo dana pfitomnosti (nebo absenci) cysteinu, ktery je aktivné transportovan ptes
melanosomalni membrénu, a GSH v plné¢ redukovaném thiolatovém stavu a redoxnim
potencialu (vysoka hladina GSH pro eumelanin a nizka pro feomelanin). Cesta procesu
melanogeneze V melanocytu muze byt kvalitativné i kvantitativné pozménéna
ptitomnosti ¢i aktudlni aktivitou antioxidatnich enzymu, napiiklad katalazou,
glutathion-reduktazou, thioredoxin-reduktazou (thioredoxin), superoxid-dismutazou
nebo glutathion-peroxidazou (HEARING, 2000; SLOMINSKI et al., 2004).

Melanogeneze zacina v okamziku kdy je tyrosinaza a dalSi piibuzné enzymy
odstépeny, zahdjeni aktivity nejspis zalezi na kyselém prostredi zajisténém protonovymi
pumpami. Na kyselém pH totiz pln¢ vyvinuta tyrosindza hydroxyluje L-tyrosin na
L-DOPA a muze tak zacit syntéza melaninu formujici melanosomy nachazejici se ve
tieti fazi vyvoje melanosomu. O tomto procesu vsak existuje vice teorii. Jakmile je
ptitomna L-DOPA, mohou spontanné nastat dal$i faze melanogeneze, tedy série
oxidac¢né-redukenich reakci a intramolekularni transformace, pficemz rozdilna rychlost
reakci zalezi na iontové koncentraci, pfitomnosti a koncentraci kationtd kovu,
redukénich €inidel, thiolii a kysliku. Rychlost a specifita procesu vzniku je regulovéna
hlavné melanogenezi-piibuznymi enzymy (MRES), z nichz nejdulezitéjsi je tyrosinaza.
Déale se s ptitomnosti L-DOPA projevi efektivni formace melaninového pigmentu
zvySenim pH (preferovano neutrdlni pfed bazickym), protoze acidifikace inhibuje
syntézu melaninu. Spravné fazeni a propojeni MRPs v endoplasmatickém retikulu
vyzaduje jejich interakci s kalnexinem (protein, ktery vaze vapnik vazany v membrang),
glykosylaci v TGN a interakci tyrosindzy s TYRP1 (P protein). P protein se muze
chovat jako transportér tyrosinu, jako protein ménici ionty v melanosomalni membrané
a také jako protein regulujici proces a fazeni MRPs. Transport MRPs vyZzaduje formaci
specialnich vezikul s napojenim obalovych proteintl na cytoplasmické strané TGN, aby
mohly byt vybrdny MRPs pro melanosomalni pienos. Pro transport tyrosinaze-
ptibuznych proteinti (,,tyrosinase-related proteins; TRPs) z TGN do melanosomu je
dalezity tzv. adapter protein-3 (AP-3), ktery vaze dileucinovy motiv
v cytoplasmatickém konci TRPs. Moderni model melanosomové formace a hospodaieni
MRPs zahrnuje tyrosinazu, TYRP1, TYRP2, P a dalsi. Melanosomy dale obsahuji
membranove proteiny spojené s lysozymem (LAMP), které chrani lysozomalni
membranu a jejich pritomnost (LAMP-1, -2 a -3) v melanosomech podporuje spolec¢ny

rodovy puvod melanosomt a lysozymt. LAMP-1 téz chrani integritu melanosomu
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pohlcovanim volnych radikalti produkovanych béhem melanogeneze, zatimco kalnexin
se Ucastni shlukovani melanosomalnich proteini a regulace tyrosinazy. Melanosomy
obsahuji protonovou pumpu, ktera umoziuje regulaci intramelanosomalniho pH
a endocytickou cestou internalizuji bunéény povrch receptori melanocyt-stimulujicich
hormonid (MSH). Dodani MSH receptort do melanosomti poukazuje na mozny
intraceluldrni mechanismus pro specifickou a precizni regulaéni funkci MSH.
Mechanismus formace feomelanosomu je definovan méné dopodrobna nez
u eumelanosomu. Zkratka vezikuloglobularni organy jsou zaclenény do melanosomu
v prvni fazi vyvoje. Ve druhém kroku je feomelanin ulozen na vezikuloglobularni
matrix, indikujici pfitomnost aktivity tyrosindzy v diivéjsi fazi nez pii eumelanogenezi.
Proces feomelanogeneze zavisi na aktivité tyrosinazy, ktera je pomérné nizka, a na
schopnosti cysteinu konjugovat dopachinon tvofeny ptisobenim tyrosinazy (SLOMINSKI
etal., 2004).

3.2.3 Vznik a produkce melanint

Oba pigmenty, eumelanin i feomelanin, vznikaji zjednoho prekurzoru -
dopachinonu, ktery pomoci enzymu tyrosinazy (za pusobeni O2) vznika z tyrosinu (viz
schéma — obrazek ¢.1) (LAMOREUX et al., 2004).

Ty rosmaza

ST e -

Tyrosin Dopachmon

Tyrosindza . _ 1 - Cystein \C\'stein
ey ”'7”/' 0> i == _—coB'n——‘
| mm: i l ;?Yn no COoM
Doga Lcul\odopachrom "OIS .;.;,

tautomeraza

/{ \ (TRP2)
r"

m
3
S <o
‘ 5.6-Dihydroxyindol 5.6-Dihydroxyindol-2- W

&
lm

| ) :]: >_<°°.. | 5-S-Cysteinyldopa 2-$-Cysteinyldopa
¥ ‘ (5-S-CD) (2-S-CD)
‘ % Dopachrom o0
Dopachrom ‘ DOPA

karboxylova kyselina OOM
(DHI) ) t)é”"
‘ 0, ogD CA) Benzorhlazm()\ é w b
\ meziprodukty
Tyrosiniva * DHICA oxidéza i(o,
. e (1RPD . L2
Eumelanin Pheomelanln
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(2004)



Tyrosin je jednou z 20 aminokyselin, které bunky vyuzivaji k syntéze proteint. Je
syntetizovan dehydroxylaci esencidlni aminokyseliny fenylalaninu ziskané z potravy
a patii mezi neesencialni aromatické aminokyseliny, rozpustné v zadsaditych roztocich,
které si zvifata mohou sama vytvofit. Biosyntéza tyrosinu (se zucastnénymi enzymy
Vv zavorce) probiha nasledovné: chorismat — (chorisméat mutaza) — prefenat— (prefekt
dehydrogenaza) — 4-hydoxyfenyl pyruvat — (aminotransferaza s donorem glutamétu
NH3s) — tyrosin. Chorismat je takeé prekurzorem biosyntézy tryptofanu, fenylalaninu
a dalsich derivati. Tyrosin je prekurzorem pro norepinefrin (noradrenalin), epinefrin
(adrenalin), 3,4-dihydroxy-fenylalanin (dopa), dopamin a katechol, ktery tvoii
katecholaminovou rodinu hormont u zvitat (REDEI, 2008; SCHWAB, 2011).

Dopachinon je vysoce reaktivni meziprodukt a pokud do procesu zasahuji thiolové
slouCeniny (napft. cystein), vznikaji vyhradné thiolové adukty dopa (produkty adi¢ni
reakce mezi dvéma slouceninami), zvané cysteinyldopas (5-S-CD a 2-S-CD). Tyto
katecholaminy jsou tedy vytvafeny rapidni enzymatickou hydrolyzou 5-S-
glutathiondopa, nachézejici se v bunkach produkujicich melanin. Dale byvaji ve
zvySené mife obsazeny v plasm¢é a moci pacientll se zhoubnym melanomem. Dalsi
oxidaci thiolovych adukti dochézi ke vzniku feomelaninu pfes benzothiazinové
meziprodukty (LAMOREUX et al., 2004; NCBI, 2016a).

Naproti tomu pii absenci thiolovych sloucenin v procesu podléhd dopachinon
intramolekularni cyklizaci, kterd miZe vést k vytvofeni eumelaninu. Regulaci tvorby
eumelaninu fidi kromé tyrosinazy, ktera je kédovéana na albino (c) lokusu, také dva
piibuzné proteiny (TRP1 a TRP2/DCT; TRPs). TRP2 (DCT, dopachrom-tautomeraza) je
produktem slaty (SIt) lokusu a katalyzuje tautomerizaci dopachromu na DHICA.
Tyrosindza katalyzuje oxidativni polymeraci DHI, zatimco oxidace DHICA je
katalyzovana proteinem TRP1 (Tyrpl, protein brown (B) lokusu). Tyto proteiny tedy
silné ovliviuji kvalitu a kvantitu produkce eumelaninu a jsou spole¢né s tyrosindzou ko-
lokalizovany na vnitini melanosomdlni membrané, miZe mezi nimi probihat interakce
v ramci multienzymatického komplexu, ve kterém je tyrosindza stabilizovana. Na
melanogenezi se podili napiiklad i proteiny kddované na silver (Si) lokusu, mohou zde
hrat dalezitou roli kvili tomu, Ze mutace na tomto lokusu mohou zplisobovat predcasné
Sedivéni srsti (u mysi) v disledku ztraty folikuldrnich melanocyt. TRP proteiny se
netvoii ve feomelanickych melanosomech, tudiz se pfedpoklada, ze v nich chybi a proto

nemaji mutace na brown a slaty lokusech dopad na feomelanogenezi. Dale tedy lze fict,
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ze zadné enzymy kromé tyrosinazy nejsou piimo zapojeny do produkce feomelaninu
(LAMOREUX et al., 2004).

Dale jsou pfitomny dva geny, které fidi prepinani (,,switch®) mezi produkci
eumelaninu a feomelaninu, gen extension/Mc1r nachazejici se na e lokusu, ktery koduje
Mclr (melanocortin-1-receptor). Protein se nachazi na plasmatické membrané
melanocyti. Agouti (a) lokus koduje ASP (agouti signaling protein), ktery je produktem
bunék prilehlych k melanocytim a chova se jako antagonista melanokortinu. Dle
vyzkumu BARsH et al.(2000) je syntéza feomelaninu vyvolana schopnosti agouti
proteinu inhibovat signalizaci pfes Mclr. Agouti protein méa dle studie dva efekty:
kompetitivni inhibici obsazeni receptoru adenokortikoidnim hormonem o-MSH
(melanocyt stimulujici hormon) a regulaci (snizeni) signalizace receptoru, které jsou
samostatné zprostiedkovavany doménami v oblastech amino- a karboxy-zakonéeni

agouti proteinu (LAMOREUX et al., 2004; REDEI, 2008).

3.2.4 Tyrosinaza jako gen a enzym

Tyrosinaza je oficialnim nazvem genu, ktery udava piikazy pro tvorbu enzymu
zvaného stejné — tyrosindza, coz je hlavni enzym regulujici syntézu melaninu. Oficialni
symbol tohoto genu je TYR, mizeme se u néj setkat i s jinymi nazvy, napiiklad LB24-
AB, monofenol monooxygenaza, OCA1lA, OCAIA, SK29-AB ¢i TYRO_HUMAN
(u ¢loveéka) nebo OCAL1, albino, c, ¢i skc35 (u mysi). Gen je zodpovédny za prvni krok
v produkci melaninu. Pfevadi proteinovou stavebni jednotku (aminokyselinu) zvanou
tyrosin na dopachinon. TYR gen je koédovan albino (c) lokusem (TYR lokus) a je
u ¢lovéka lokalizovan zde: NC_000011.10 (89177858..89295759), u mysi na 7.
chromozomu spiesnou lokalizaci zde: NC 000073.6 (87425276..87493442,
komplement) a u ¢incily je dle NCBI udavéana lokalizace zde: NW_004955414.1
(4244035-4314001). (NCBI, 20154, b, c; NCBI, 2016b; SLomINSKI et al., 2004).

Produkty translace alternativné spojené tyrosindzové mRNA mohou slouzit jako
regulaéni protein a chovat se naptiklad jako receptory pro L-tyrosin a L-DOPA.
Enzymaticky nefunkéni tarosinazové proteiny se mohou projevit v nonmelanotickych
bunkach v misté ptivodu nervové listy (SLOMINSKI et al., 2004).

Struktura tyrosindzoveho proteinu je mezi rliznymi zivo¢isnymi druhy vysoce
konzervativni a vykazuje homologii s dalsimi proteiny (viz kapitola 3.2.5. Tyrosinaze

pfibuzné protiny). Tyto proteiny maji n€kolik oblasti a kazda je z né¢jakého diivodu
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dalezita. Cést proteinu v cytoplazmé obsahuje oblast NH, signalniho peptidu (dtleZity
pro intracelularni hospodafeni s latkami a déni s nimi), dale doménu bohatou na cystein,
dvé domény bohaté na histidin vazajici méd’ mezi nimiz je dilezitd katalyticka oblast
bohatd na cystein. Proteiny dale obsahuji transmembranovy hydrofobni segment
zakonéeny COOH. Transmembranovd doména a cytoplazmatické domény jsou nutné
pro zacileni enzymu na melanosom, zatimco NH2 konec muze slouzit jako protein
vazajici ¢i regula¢ni doména bez vztahu k enzymatické funkci. V obrazku ¢. 2 jsou

posany ti1 vySe uvedené proteiny a struktura jejich gent (exony).

N Bl (o] el Jed T | ©

Tyrosinaza “ ! . _
Exon 1 2 3 4 5
N | cysricn | [ Me|  [cysrich| | Me! 4 |c
TYRP-1 .‘ Jlrﬁ P “1 s b . ” e
5: - L | r o o o LT " j_a,
Exon 1 2 3 4 5 6 7 8
N EICys-ric? i IMEI ‘C}rs-rich i MEI :ﬁl I [
% I ] I 2 " i
TYRP-2 ‘ i I R o
i ! ! ] F I
5 ’ 3

Exon 1 2 3 4 5 6 7 8

Obrazek ¢.2: Struktury genit a proteinii tyrosindzy, TYRPI a TYRP2/DCT. N a C jsou
amino- a karboxy-zakonceni proteinii, Cys-rich na cystein bohaté segmenty, Cu nebo
Me méd’ éi jiny kov vazajict domény a t je transmembranovy segment. Cisla ve struktuie
genu reprezentuji exony (prevzato z SLOMINSKI et al., 2004).

Vyssi molekuldrni formy tyrosindzy mohou piedstavovat dimery, tésné¢ komplexy
s dal§imi melanogenickymi proteiny nebo vysokomolekularni tézké tyrosinazové
proteiny (KUCHYNKA, 2007; SLOMINSKI et al., 2004).

Pro sprévne zréni tyrosinazy, jeji spravne cileni do melanosomu a tedy i produkci
melaninu  jsou nezbytnym krokem sprdvné procesy zpracovani Vv ramci
endoplasmatického retikula. V piipadé defektii v ramci OCA1-OCAA4 je tedy ziejmé, ze

in vivo melanogenicka aktivita zavisi hlavné na posttranslacnich procesech, ze kterych

vvvvvv
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3.2.5 Tyrosinaze piibuzné proteiny

Tyrosindze ptibuzné proteiny (TRPs) stimulujici syntézu eumelaninu, vykazuji asi
40% homologii aminokyselin jako tyrosinaza, se kterou maji i podobnou strukturu.
Obsahuji NH2-koncovou signalni sekvenci, oblasti bohaté na cystein, 2 oblasti bohaté
na histidin, které vazou kovy (u TYRP1 vazou zelezo, u TYRP2 vazou zinek) a COOH-
koncovy transmemnranovy segment s kratkym cytoplazmatickym zakoncenim, ktery je
dilezity pro zacileni enzymu do melanosomu. TRP1 je u ¢lovéka produktem TYRP1
a umysi b lokusu (u mysi téz znamy jako b, isa, oca3, brown). TYRP1 je 37 kp dlouhy
a sestava z 8 exonu a 7 intrond, pfi¢emz exon 1 je nekodujici sekvenci a exony 2-8 jsou
kodujici. Pti funkéni analyze lidského TYRP1 se vSak ukdzalo, Ze region obsahujici
intron a exon 1 mély posilujici aktivitu pro gen. Alternativni spojovani TYRP1 pre-
mRNA vytvafi minimalné 2 izoformy, jednu kodujici spravny protein a druhou
obsahujici deleci 103. bazického paru na 5" konci exonu 8§ vytvarejici rozpustny TYRP1
protein bez transmembranové domény kvili posunuti ¢tecitho ramce. Potencial pro
produkci vicendsobnych alternativné spojenych izoforem byl zjistén analyzou sekvence
genu TYRP1. U mysi se TYRP1 chova jako DHICA oxidaza k tvorbé indol-5,6-chinon-
karboxylové kyseliny. Aktivita TYRP1 proteinu je zjevné dulezita pro eumelanogenezi,
jak napovida jeho jeji nedostatek ¢i defektivni exprese v buiikach vykazujicich aktivni
feomelanogenickou drahu. Dopliikova funkce TYRP1 mize byt zabezpeceni spravného
zpracovani tyrosindzy a stabilizace jeji enzymatické aktivity a ziejmé také udrzovani
integrity melanosomalni struktury. TRP2 je u ¢lovéka produktem TYRP2/DCT a u mysi
slaty lokusu (u mysi téz jako slt, slaty, DT aj.) (NCBI, 2016c). TYRP2 je 60 kb dlouhy
membranovy protein typu 1 a sestava z 8 exonu a 7 intront, pficemzZ vSechny exony
koduji finalni protein. Jeho transkripce a dalSi zpracovani téz mulZe vytvaret nékolik
alternativné spojenych forem, zahrnujici spravnou TYRP2 mRNA a izoformy TYRP2-
6b (inzerce 2 novych exonil z exonu 6 ve ¢tecim ramci; koduje protein se sekvenci
témert stejnou jako TYRP2 s inzerci 33 aminokyselin ve ¢tecim ramci; pravdépodpobné
tak vznika plné fuknéi enzym), TYRP2-LT (prodlouzeny 3 ’konec bez translace; koduje
protein identicky jako TYRP2), TYRP2-INT2 (intron 2 se stop kodonem) a TYRP2-8b
(novy exon 8b nahrazujici exon 8). Tyto 2 izoformy odpovidaji zkracenym enzymaticky
inaktivnim rozpustnym proteinim bez transmembranovych domén. TYRP2 se chova
jako dopachrom-tautomeraza katalyzujici transformaci dopachromu na DHICA

apodobn¢ jako TYRPI je povazovan za eumelanogenicky enzym a stabilizator
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tyrosindzové aktivity. Oba proteiny se mohou chovat jako enzymy modifikujici rychlost
eumelanogeneze jako regulatory ¢i stabilizatory eumelanogenického systému in vivo
a pravdépodobn¢ jako regulatory ostatnich funkci melanocytu (COSTIN et al., 2005;
SLOMINSKI et al., 2004).

3.2.6 DalSi proteiny ucastnici se melanogeneze

Ptidavné  enzymatické regulatory  melanogeneze  zahrnuji  peroxidazu,
PMEL17/HMB45/gp100/SILV protein (proteiny) a katechol-O-methyltransferazu
(COMT). Peroxidaza katalyzuje oxidaci DHI na DHICA. Lidsky gen
PMEL17/HMB45/gp100/SILV je u mysi homologni se silver lokusem a je zmapovan
v chromozomu 12g12-g13. Gen obsahuje 11 exont a 10 intront s délkou 9,1 kb
a behem transkripce mRNA vznikaji alesponi dv¢ alternativné spojené izoformy kodujici
proteiny PMEL17 a GP100. PMEL17 je protein slozeny ze 668 aminokyselin
s potencidlem signalniho peptidu a jednoduchou transmembranovou doménou blizko
COOH zakon¢eni. GP100 je protein slozeny z 661 aminokyselin s molekularni
hmotnosti asi 100 kDa, ¢imz se 1i§i od PMELI17 jednou substituci (P274L) a deleci
heptapeptidu (588VGILLT594) umisténého pted transmembranovou doménu. PMEL17
katalyzuje polymeraci DHICA na melanin. PMEL17 a GP100 mohou také puisobit
v melanosomech jako mfizka/ram pro ukladani melaninu stabilizujici melaninové
meziprodukty. Jejich transkripty se projevuji v mnoha tkanich, ale exprese proteinu je
omezena na normalni a maligni melanocyty, indikujici omezenou transla¢ni regulaci
(NCBI, 2016d; SoLANoO et al., 2000). Skupina proteint COMT je zodpovédna O-
metylaci DOPA a jeji dihydroxyindolickych meziproduktli a je prezentovana jako
rozpustné a na membranu vazané izoformy. Pusobi hlavné jako inaktivator toxickych
meziproduktii melanogeneze a také mize regulovat rychlost rannych krok
melanogeneze. Indolické melanogeny mohou byt spojeny s kyselinou glukoronovu a
sirovou Kk vytvofeni indolickych sulfati a glukoronatovych komplexi. Dale
melanogenezi nepfimo ovliviiuji enzymy jako glutation-reduktaza, glutation-
peroxidaza, katalaza ¢i MIF (faktor inhibujici migraci makrofagu) jako pridavny
modifikator melanogeneze, ktery projevuje aktivitu p-dopachrom tautomerazy. Projev
této aktivity mohou zastavat 2 enzymy - p-dopachrom tautomeraza (DDT), ktera
pretvaii p-dopachrom na DHI a dals$i je sam MIF, ktery transformuje p-dopachrom na

DHICA. Tyrosinaza a GP100 jsou melanogenezi ptibuzné proteiny (MRPs), které
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reprezentuji diagnostické markery a terapeutické dopliiky managementu melanomu.
Tyrosindza, TYRP1, TYRP2/DCT, GP100 a MARTL1 jsou Klasifikovany jako hlavni
histokomatibilni komplex (MHC) (NCBI, 2015; SLoMINSKI et al., 2004).

3.2.7 Mutace geni ovliviiujicich zbarveni

Mutace spojené se zbarvenim srsti u savci jsou velice Casto provazené
pleiotropnimi efekty, jejichz charakteristika poukazuje na skutecnost, ze senzorické
organy a nervy jsou ovlivnény témito poruchami kvuli stejnému ptivodu melanocyti
aneurocytll v neuralni listé. Pigmentové buiiky jsou nezbytné dilezité pro vjemové
organy, hlavné pro smysly o¢i a u$i a jejich pocet, utvafeni a kvalita melaninu
Vv jednotlivych vrstvach oka predurcuje nejen zbarveni oka, ale i ostrost vidéni. Redukce
pigmentu v oku ovliviiuje jeho funkci a vyvoj a také ovliviiuje vzory duhovky, které
byvaji spojovany s o¢nimi onemocnénimi. V disledku je tedy zbarveni o¢i dobrym
indikatorem poruch v produkci pigmentu a o¢nich dysfunkci. Dalsi poruchy spojené
s témito alelami se také projevuji v reprodukénim systému a zptsobuji letalitu (mutace
genu KIT), poruchy ktze (melanomy) a imunitnim systému a individualné se projevuji
Vv chovani a té¢lesné kondici jedince. Nékteré mutace zptisobuji hluchotu (mutace genti
EDN3/EDNRB, MITF, PAX a SNAI2). Poruchy vidéni zptisobuji mutace geni OCA2,
RAB38, SLC24A5, SLC45A2, TRPM1 a TYR (REISSMANN a LUDWIG, 2013).

3.2.7.1 Mutace TYR a dalSich genui s vlivem na vznik pigmentace u ¢lovéka a
dalSich savci

Nejcastéjsi poruchou pigmentace zptisobenou mutacemi gent, které maji vliv na
zbarveni a pigmentaci, je albinismus. Je to geneticky stav popisovany jako nékolik
specifickych deficiti ve vizualnim systému zplisobujicich Spatné vidéni a spojenych
s fenotypem, ktery vykazuje riznou miru hypopigmentce. Tato redukovanéd produkce
pigmenti maze ovlivnit o¢i, kiizi a vlasy, kdy se jedna o tzv. okulokutanni albinismus
(OCA) nebo ovlivni jen o€i, coz je okularni albinismus (OA) u mysi zpiisobeny mutaci
genu SLC45A2. Dale existuje né€kolik syndromickych forem albinismu, kdy se
k hypopigmentovanému fenotypu piidavaji patologické alterace, a sice Hermansky-
Pudlak syndom (HPS) a Chediak-Higashi syndrom (CHS, mutace genu LYST). OCA ma
nékolik typu a kazdy je zplsoben mutaci konkrétniho genu: tyrosinnegativni
okulokutanni albinismus typu 1 (OCAL; mutace genu TYR), okulokutanni albinismus

typu 2 (OCA2; mutace genu OCA2), okulokutanni albinismus typu 3 (OCA3; mutace
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genu TYRP1), okulokutanni albinismus typu 4 (OCA4; mutace genu SLC45A2), dalsi
nedavno objeveny typ okulokutanni albinismus typu 5 (OCAD5; gen identifikovany
v lidském lokusu v chromozomalnim regionu 4q24) a dva nové identifikované geny,
které pii mutaci zptuisobuji OCA, SLC24A5 (OCAG6) a C10orfll (OCA7). OCAL vznika
v disledku nedostatecné produkce enzymu tyrosinazy zpusobené mutaci TYR. Je to
nejcastéjsi forma albinismu S typickymi projevy na oc€ich, vlasech a kuzi (bilé vlasy,
fizovo-bila klize, transparentni duhovka) a vykazuje autozomalné-recesivni dédi¢nost.
U clovéka dale mutace zpusobuje nystagmus a hypoplazii ve spojeni s nizkou ostrosti
vidéni. U mysi (a dalSich hlodavci) s albinismem vSak nepozorujeme zadné negativni
pleiotropii efekty, protoze pro pigmentaci epitelu rohovky jim staci 35% aktivita funkce
Tyr. Mohou se objevit jen retindlni funkcni abnormality nebo ztrata fotoreceptort
abarva o¢i byva Cervena. Okulokutanni albnismus typu 2 (OCA2), coz je druha
nejcastéj$i forma albinismu, je zptisoben mutacemi ¢i delecemi v OCA2/P proteinu
(u mysi homologu pink-eyed dilution) a jedinci s touto mutaci maji tmavsi o€i, kuzi
a lepsi ostrost vidéni oproti t¢tm s OCAl. Zmény v disledku OCA3 (mutace TYRP1)
nebyly podrobné zkoumany, vlivem mutace vSak dochazi k degradaci tyrosinazy a ke
znaéné redukci pigmentace. V genu SLC45A2 bylo identifikovano nékolik patogennich
mutaci, zpusobujicich okulokutanni albinismus typu 4 (OCA4) a stejné jako u OCA2
dochazi k poruse fazeni tyrosindzy z TGN do melanosomt. U zvifat obecné je
identifikovano mnoho mutaci OCA genu a Casto je jejich efektem depigmentace srsti
a svétlejsi barva oci, nevykazuji vSak vétSinou dysfunkce ¢i t€zké poruchy (napiiklad
slepota) na rozdil od ¢loveka. Spise zplisobuji jakési nevyhody v preziti spocivajici ve
Spatné kamuflazi, selekci pfi sexudlnim a socialnim chovani v ptirodé atd. Tabulka v
piiloze ¢. 1 udava mutace genu tyrosinazy spojené s OCAL. Tabulka v piiloze ¢.2
popisuje souhrn mutaci souvisejicich se zbarvenim srsti a jejich pleiotropni efekty
u ¢loveéka a mysi. Je potieba brat na védomi, Ze specificky efekt mutace zalezi na jejim
stavu, tzn. jestli je homozygotni nebo heterozygotni, a barva fenotypu je kvantitativni
geneticka vlastnost, kterou ovliviiuje i mnoho jinych gent (KUCHYNKA, 2007,
MoNTOLIU et al., 2014; REISSMANN a LUDWIG, 2013; SLOMINSKI et al., 2004).

Bunky produkujici pigment jsou také dilezit¢ pro sluch. Neni pfesné znam
mechanismus, ale melanocyty se zdaji byt nezbytné pro vyvoj hlemyzd¢ (soucast
sttedniho ucha), jehoz poruchy mohou byt zplisobeny nedostatkem intermedidlnich

bungk ve stria vascularis. Tyto poruchy jsou pfi¢inou vrozené hluchoty a depigmentace.
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Piikladem u psu je mutace PMEL spojend se zbarvenim merle a hluchotou (u

homozygott) (REISSMANN a LUDWIG, 2013).

3.2.7.2 Mutace genu Tyr a dalSich genii s vlivem na fenotyp u mysi

Mutace ovlivitujici zbarveni u mysi se tykaji vice genu stejné jako u ¢lovéka, je to
hlavné Tyr, dale DCT a Tyrpl a kazdy produkuje enzym. Enzym DCT je u mysi
kddovan na slaty lokusu (Dct), TYRP1 je kddovan na black/brown lokusu (Tyrpl). Tyto
tii enzymy funguji spole¢né ¢i se navzajem ovliviiuji. Pokud jeden z nich je mutovany,
ovliviiuje fenotyp spojeny s tim druhym. TYRP1 mizZe také ovlivnit stabilitu tyrosinazy
a oba proteiny jsou spoleéné transportovany z endoplasmatického retikula do
melanosomu. Mysi s chybéjicim Tyrpl (delece) nebo Dct (knockout) maji pigmentaci
ovlivnénou jen malo. Pti nedostatku Tyrpl vykazuji mysi spiSe hnédé zbarveni srsti, pti
nedostatku Dct tmavé Sedé. Mutantni melanocyty této alely nesou slaty a slaty light
mutace. Slaty mutace R194Q méni schopnost enzymu transformovat substrat. Slaty light
mutace G486R zplsobuje posun transmembranové domény k N-konci, takze zasahuje
do funkce Dct. Obé mutace zvySuji produkci feomelaninu a redukuji produkci
eumelaninu. Na slaty lokusu jsou dvé recesivni alely: slaty (Dct*") and slaty2J (Dct*'"Y)
a jedna semidominantni mutace slaty light (Dct"™'). Mutace zptisobuji zesvétleni barvy
srsti z ¢erné na rizné odstiny Sedé. Dct zvySuje aktivitu Tyr stabilizaci proteinu. Mutace
se vice projevuji ve zbarveni u mysi nez u €loveka, u kterého nebyla nalezena spojitost
s poruchami pigmentace (ITo a WAKAMATSU, 2011). Predpoklada se vsak, Ze existuje
spojitost s jemnou formou OCA. U mysi zpusobuji mutace Dct zanik melanocyti,
pravdépodobné kvilli cytotoxickym meziproduktim vzniklym pfi absenci, melanocyty
jsou tedy u mutantd extrémné kiehké (COSTIN et al., 2005). U mysi s mutaci na Tyr
(kromé ,,platinum*) dochazi spiSe k redukci mnoZstvi feomelaninu neZ eumelaninu.
Dopad mutaci tohoto lokusu je tedy vétSi u feomelanotickych mysi nez
u eumelanotickych a je vysi ve feomelanotickych oblastceh (bficho). Dalsi lokusy, které
pii mutaci ovliviiuji pigmentaci, jiz nejsou tak Gzce spojené s tyrosinazou, presto maji
uréity vliv. Jedna se o pink-eyed dilution/p (u c¢lovéka zpusobuje OCA2),
underwhite/uw/Matp (u c¢lovéka zpusobuje OCA4) a Mitf. Tyto moduluji expresi
spousty melanocyt-specifickych genti véetné Tyr a Tyrpl a také ovliviiuji prepinani
mezi eu- a feomelaninem. Extension/e lokus u mysi koduje MCIR, ktery je zodpovédny

za prostredi vlasového folikulu, kde se melanocyt nachazi. Mutace na tomto lokusu
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zpusobuje, ze melanokortinové receptory nejsou citlivé na prostredi a jsou konstituéné
aktivni, coz ma za nasledek produkci pouze eumelaninu (mutanti sombre/Mc1rE=°),
Receptory mohou byt také konstitutivné inaktivni, kdy je pak produkovan pouze
feomelanin, coz mizeme vidét u vlasovych folikult yellow/Mclr® mutantd u mysi.
Wildtype MCI1R je aktivni, dokud neni blokovan proteinem kodovanym na agouti
lokusu (pfepindni eumelanini). U zlutych myS$i s mutaci agouti lokusu k tomuto
prepindni nedochazi, protoze stale pokracuje produkce jeho proteinu. Piepinaci
mechnismus ovliviiuji i lokusy mahogany (Atrn) a mahoganoid a u mutantnich mysi
zpusobuji zvySenou produkci eumelaninu (BEERMAN et al., 2004).

Mnozstvi alel mysiho Tyr lokusu s riznymi typy genetickych defektti poukazuji na
dynamické interakce v procesech dé&jicich se mezi transkripci Tyr véetné a vyslednym
fenotypem zvitete, jako jsou transkripce, translace, post-translacni Gpravy, transportni
mechanismy a interakce s produkty jinych lokust (BEERMAN et al., 2004). Jiz méné
mutantnich alel, ale téz ménicich fenotyp, se vyskytuji na blizce piibuzném genu
Tyrp2/Dct. Konkrétni alely, mutace a fenotypy vyskytujici se u genu Tyr u mysi jsou
uvedeny v tabulce ¢. 1. JiZz zminéné a n€které dalsi mutantni alely genu Tyrp2 s popisem
mutace a zménou fenotypu u mysi jsou popsany V tabulce ¢. 2. Jsou lokalizovany na
pozici Chr14:118012792-118052246 bp, geneticka pozice je Chrl4, 61.6 cM a jsou na

minusovém vlakné.

Tabulka ¢. 1: Mutantni alely genu Tyr u mysi

Alela Mutace (pozice)  Substituce Fenotyp
aminokyselin
(pozice)
wild-type, Tyr - - PIn¢ pigmentovany; tmavé Seda az
(Tyr+/Tyr+, a/a) ¢erna srst, ¢erné oci
Tyro-6H Tyrc-14Cos Delece - depigmentovany
Albino (Tyr) C>G (+387) Cys>Ser (103) Albinoticky; kompletni absence

pigmentu kiiZe i o¢i, aberantni
zktizeni zrakového nervu na urovni

chiasmu
Albino G>T (+309) Arg>Leu (kodon 77) Identicky k Tyr®
(Tyrc—ZJ / Tyrc-ZJ)
Chinchilla Bodova mutace  Ala>Thr (+482) Jako ,,wild-type* Tyr, ale nizsi
(Tyr ceh/Tyre-ehy G>A (+1523) produkce pigmentu
Platinum Spontanni Nahrazeni zbytku Velmi svétla srst, rizové odi
(Tyre/TyreP) mutace G>A Lys termina¢nim

(+1523) kodonem
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Extreme dilution
(Tyre¢/ Tyrc®)

Himalayan
(Tyreh/ Tyreh)

Acromelanic
(Tyre8/ Tyre?)
Dark-eyed albino
(Tyrc-44H / Tyrc-44H)

Chinchilla-mottled
(Tyre™/ Tyre™)

Chinchilla-mottled
(Tyrc—lR/ Tyrc—lR)

Extreme-dilution
mottled

(Tyrc—em/ Tyrc-lR)

Bodova mutace  Ala>Thr —uplné

G>A (+1523) stejna mutace jako u

chinchilla (A482T)
Spontanni His>Arg (420)
mutace A>G

(nukleotid 1338)

Nedetekovan
protein, malo RNA

Ser>lle (+146)

Spontanni
mutace

Bodova mutace
G>T (+515)

Zménéna chromatinova struktura a
exprese Tyr; preskupeni zahrnujici 30
kb v 5” regionu

Inzerce 5,4-kb na -225 bp promotoru
Tyr vlivem intracisternalniho A-
¢asticového genu (IAP); IAP izoluje
promotor Tyr od kontrolni oblasti
lokusu, promotor se vzdaluje od
enhanceru — ovlivnéni exprese

Bodovd mutace  Thr>lle (+373)

C>T (+1220)

»midgray“-intenzita zbarveni srsti
ptesné mezi wildtype a albino, o¢i
bliZe k ¢erné

Bézové télo, tmaveé bézové
koncetiny, tmavé Cervené oci (jako
u kocek a kraliki-vice pigmentu na
chladngjsich ¢astech téla)

Bézoveé télo, tmavé oci, tmavsi
konéetiny, usi, ocas

Bila srst, cervené o¢i, které se
stanou cernymi ve 3-4 mésicich
veku

Skvrnita pigmentace pfipominajici
chimerismus chinchilla barvy,
svétlejsi odstin; tmavé a svétle Sedé
pruhy na téle, tmavé o€i se
skvrnami

Skvrnita pigmentace pfipominajici
chimerismus chinchilla barvy,
svétlejsi odstin

Svétle Seda srst, ¢erné oci se
skvrnami

Pievzato z: BEERMAN et al. (2004)

Tabulka €. 2: Mutantni alely genu Dct u mysi

Alela

Mutace (pozice)

Substituce (pozice)

Fenotyp

Slaty;
Dct®/ DctSt

Slaty 2 Jackson;

DCtSIt—ZJ/DCtsIt-ZJ

Slaty light 3 Jackson;
DCtSIt—ItSJ/ DCtSIt—ItB.]

Slaty light 3 Jackson;
Dctslt—|t3J/DCt+

Spontanni bodové
mutace G>A (985)

Spontanni
nukleotidova
substituce C>T
(1764)

Spontanni bodova
mutace G>A

Spontanni bodova
mutace G>A

Vysledek —
missense mutace

Arg>Gly

v transmembranové
doméné kdédované
exonem 8

Arg>Gly

v transmembranové
domén¢ kdédované
exonem 8

37

S nonagouti zesvétleni Cerné na
tmave Sedou/hnédou, usi
nazloutlé

S non-agouti je ¢erna zesvéetlena
na tmaveé Sedou/hnédou, usi
nazloutlé

Srst svétle Seda misto Cerné; po
8 mésicich znamky rozptyleni
pigmentu duhovky

Svétle Seda srst misto ¢erné



Slaty light; Spontanni bodova Gly>Arg (486) Srst tmaveé hnéda; u

DctS'tly Dttt mutace heterozygotnich agouti je barva
svétla agouti; u homozygotnich
agouti je srst zluto-hnéda

Slaty light; Spontanni bodova Gly>Arg (486) Nonagouti my$i tmaveé hnédé,
DctstYDet* mutace podobné jako homozygoti DctS!t
nebo heterozygoti Dcts!t!t
Targeted mutation 1,  Rekombinace, Exon 1 nahrazen Srst zesvétlena na agouti i
Fridrich Beermann;  inzerce, intragenova kazetou obsahujici ~ nonagouti pozadi; mwlanin
Dctimi(cre)Beey delece cre a neo redukovan oproti wildtype, ale

DCttml(cre)Bee Vygéi nezu DCtSIt/ DCtSIt my§1

Pievzato z: MGI (2016)

3.2.8 Hormonalni stimulatory melanogeneze

Melanokortiny (melanocyt stimulujici hormony, MSH) a adrenokortikotropiny
(ACTH) hraji dulezitou roli v regulaci melanogeneze, konkrétné v purifikaci a plném
sekvenovani a- a B-MSH peptidi. A-, B-MSH a ACTH jsou peptidy derivované z pro-
opiomelanokortinového genu (POMC) s vyrazné melanogenni aktivitou (DESSINIOTI et
al., 2011). Strukturalné maji s ACTH spole¢nou aminokyselinovou sekvenci, v niz ¢ast
je kritickd pro melanotropickou aktivitu. U savch jako jsou hlodavci stimuluji MSH
peptidy eu- i feomelanogenezi a zaroven piepinaji feomelanogenickou drahu na
eumelanogenickou, dale a-MSH u mysi a kie¢ku stimuluje folikularni melanogenezi,
zavisejici na genotypu a cyklu srsti, a stimuluje aktivitu tyrosinazy na transkripéni,
transla¢ni a posttransla¢ni trovni, coz je podobné cyklem srsti omezené expresi gent
ptibuznych melanogenezi, koncentraci proteinil a enzymatické aktivité. B-MSH také
stimuluje aktivitu tyrosinazy, jak se ukazalo v kazi kie¢ka a ¢ernych a hnédych mysi
a také ma aktualni melanogenickou aktivitu u dospélych morcat a bezsrstych mysi.
U ¢lovéka stimuluji melanokortiny pigmentaci kize, hlavné v oblastech vystavenych
slunci. Pfi zvySené hladiné ACTH pii n€kterych onemocnénich je také vy$si vznik
hyperpigmentace a atrofie kiize. U pacientli s mutacemi POMC proteinii podvésku
mozkového (produkce vadnych proteinli) se objevuji zrzavé vlasy a Casny nastup
obezity. Polymorfismus MC1R je tedy spojen s pigmentaci klize a vlasti a mutace, které
snizuji jeho aktivitu, vedou ke svétlejsi kiizi a zrzavym vlasim. Co se tykd melanomil
u hlodavci, a- a B-MSH stimuluji melanogenezi aktivovanim tyrosinazy stejné jako
u krokt post-dopa oxidazy, stimulaéné se projevuji v téchto melanocytech silnéjsi nez
ACTH a v regulaci funkci melanocytti u malignich hlodavct byla téz prokazanarole

MCR. Na bunécnou proliferaci maji MSH rGzny vliv, napiiklad u amelanotickych
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bun¢k ji inhibuji. Dale stimuluji formaci dendritt. Protein y-MSH nema kromé
stimulace produkce cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat, derivat ATP, fungujici jako
vnitrobunééna posila v fadé signalnich drah) zadny ¢i jen maly efekt na stimulaci nebo

proliferaci melanogeneze (CATANIA, 2010; SLOMINSKI et al., 2004).

3.2.9 Melanokortinové receptory

Receptory hormonélnich stimulatori melanogeneze neboli melanokortinové
receptory hraji velkou roli ve fyziologii, také byly studovéany efekty jejich mutaci
a polymorfismu. Jsou koédovany geny ze skupiny MCR genti (,,melanocortin receptor
genes™) sestavajici z péti zastupcti o jednom exonu loklizovanych na autozomech,
pticemz jejich pocet aminokyselin se pohybuje od 296 po 332. MC2R, MC4R a MC5R
jsou lokalizovany na jednom chromozomu (u ¢lovéka a mysi na 18.). V genomech
¢loveka, kravy, psa a mysi jsou synténni geny MC2R, MC4R a MC5R, u prasete jsou
synténni MC1R, MC2R a MC5R geny. Geny MC1R a MC4R jsou konzervativné
organizovany u péti vySe zminénych druhl savci ve smyslu kodovanych sekvenci
aminokyselin. Nejvétsi pozornost pii analyzach tykajicich se fenotypu a zbarveni je
vénovana genim MCI1R a MC4R, o fenotypovych efektech polymorfismt u ostatnich
zastupci geni MCR jsou jen vzacné védomosti, jelikoz se u nich tyto efekty pfilis
nevyskytuji a nejsou tedy zkoumany (SwiTonskl et al., 2013). Melanokortinovy systém
je regulovan endogennimi antagonisty (agouti protein, AGRP aj.) (CATANIA, 2010).

Kodované receptory vazou Ctyifi ligandy: o-, B- a y-MSH a ACTH (POMC),
pfiCemz jejich spfiznénost S MCR zdlezi na zkoumaném druhu, napiiklad
u klonovanych hlodavci je MCI1R vysoce spfiznén s a-MSH, ale malo s p-MSH
a ACTH, jesté¢ méné s y-MSH. U ¢loveéka vykazuje MC1R vysokou afinitu s a-MSH
a ACTH a niz8i pro B- a y-MSH. MC2R vykazuje absolutni specifitu pro ACTH
(SLoMiNsKI et al., 2004). Exprese MCR gent je tkanové specificka - MC1R se hlavné
projevuje v melanocytech, MC2R v kufe nadledvin, MC3R a MC4R v nervovém
systému a MC5R v mazovych zlazach a jinych tkanich (mozek, plice, ledviny a svaly)
(YANG, 2011).

3.29.1 Gen MCIR
Melanokortinovy receptor typu 1 ma klicovou ulohu v melanogenezi, jelikoz
funguje jako pfepinac¢ pigmentu pii produkci melaninu. Kdyz je aktivovan a-MSH,

zahajuje syntézu eumelaninu prostfednictvim cyklického adenosin monofosfatu (cAMP)
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a pti absenci ¢i uplné inhibici stimulace je produkovan feomelanin. Dominantni mutace
zpusobujici neschopnost vazby a-MSH zpisobuji stdlou produkci eumelaninu a tedy
celocerné zbarveni (GONCALVES et al., 2013). Polymorfismus MC1R je zodpovédny za
riznorodost pigmentace a ma vliv na zbarveni vlasu a ktize u lidi a srsti a kiize u zvitat.
Je kodovany e lokusem (extension) u mysi na 8. chromozomu (u ¢lovéka je gen
lokaizovan na chromozomu 16924.3) (DEessINIOTI et al., 2011), pficemz dominantni
mutace tohoto lokusu jsou spojovany s celo¢ernym fenotypem recesivni agouti mutace a
recesivni mutace extension lokusu zpusobuji celozluté zbarveni jako pii dominantni
agouti mutaci. Vysledkem mutaci MCIR, které zptsobuji nepfistupnost melanocytt
pokozky pro MSH, je zrzavy fenotyp (SLOMINSKI et al., 2004). Polymorfni varianty
genu s uc¢inkem na pigmentaci byly popséany u lidi, domestikovanych savci (krava, kin,
prase, ovce, pes) 1 u farmové chovanych a polarnich liSek. Hojn¢ studované
polymorfismy u domestikovanych zvitat ukazuji unikatni zbarveni srsti. U ¢loveka je
pigmentace pokozky, vlast i o¢i fizena asi 120 geny, ale hlavni roli hraje pravé MCI1R,
pro ktery bylo identifikovano vice nez 100 polymorfismil beze smyslu, avSak funkéni ¢i
fenotypové efekty byly popsany pouze pro 15 z nich. Dle STurRM (2009) se mutace
tohoto genu vyskytuji jen u evropské populace. U mysi se jedna o lokus Mclr
(extension/recessive yellow), jehoz mutace zpusobujici ztratu funkénosti (tzv. loss-0f-
function) davaji mySim predominantné Zlutou srst. Znovunabyti funk¢nosti pak
zpusobuje tmavou srst (BENNETT a LAMOREUX, 2003; DESSINIOTI et al., 2011; STURM,
2009; SwiToNsKI et al., 2013).

3.2.9.2 Geny MC2R - MC5R

Gen MC2R (ACTHR) koduje receptor pro adrenokortikotropni hormon (ACTH),
ktery je primarné zodpovédny za regulaci glukokortikoidni sekrece (SLoMINsKI et al.,
2004). ACTH aktivuje MC2R a navozuje produkci glukokortikoidii a sekreci v kiife
nadledvin. Pro expresi MC2R a pro jeho transport do plasmatické membrany jsou
nezbytné doplitkkové proteiny melanokortinového receptoru (MRAP, MRAP2; malé
transmembranové proteiny) (NOvOSELOVA et al., 2013). Vyzkum dle CHIDA (2007)
ukézal, ze zdsadni pohled na roli MC2R pochézi od mysi, jejichz DNA byla geneticky
upravena, tudiZ se u ni neprojevuji jednotlivé proteiny (tzv. knockout mice) a bylo
prokdzano, ze u vétSiny téchto mysi zpusobuje neonatalni letalitu. Tyto mySi jsou

dobrym modelem pro vzacnou autozomalni dédi¢nou nemoc u Cloveka, familiarni
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glukokortikoidni nedostatek (FGD). Ve spojeni s touto nemoci bylo identifikovano 25
mutaci beze smyslu v lidskem MC2R. VétSina téchto mutaci vedla k netispésné cesté
proteinu na bunécny povrch. Jiné mutace maji také vztah k onemocnénim u ¢loveka,
u domestikovanych savct vSak nikoliv (SWITONSKI et al., 2013).

Melanokortinovy receptor typu 3, stejné jako MC4R, je dulezity v energetické
homeostdzi, jeho polymorfismy ¢i mutace vSak nemaji prokdzany vliv na obezitu
u ¢loveéka jako MC4R a u domestikovanych savci je tento gen studovan jen malo.
Naptiklad CIVANOVA et al. (2004) popsala dva tiché jednonukleotidové polymorfismy
(SNP) u prase¢iho MC3R (SwiTONsKI et al., 2013). Na vSechny POMC reaguje se
stejnou silou a ucinnosti a je unikatni v sile aktivaty y-MSH. Projevuje se v mozkové,
placentdrni a stfevni tkani, nikoliv u melanocyti melanomu ani v klife nadledvin, tudiz
nema vliv na pigmentaci (SLOMINSKI et al., 2004).

Melanokortinovy receptor typu 4 mé hlavni dlohu v kontrole ptijmu potravy a ve
vydeji energie, ¢imz zodpovida za ulozeni tukové tkané a je také kandidatnim genem
pro obezitu u ¢lovéka. Reaguje stejné na a-MSH i ACTH, primarné se projevuje
vmozku (SLomiNnskl et al., 2004). Oproti vysokému polymorfismu MCIR
u domestikovanych zvitat je MC4R vysoce polymorfni spise u ¢lovéka, kde existuje ve
vice neZ 150 variantach, z nichZ né€které jsou pfi¢inou monogenni obezity €1 vyrazné
ptispivaji k rozvoji polygenni obezity. Nizky pocet polymorfism u prasat ¢i krav mize
odrazet selek¢ni tlak na niz8i podil tuku ve svalovin€. U nékterych plemen MC4R
(konkrétné substituce beze smyslu 298Asp —Asn) vyznamné prispiva k akumulaci
tukové tkané, ovliviiuje miru konverze krmiva a denni pfiriistek. Jeho varianty jsou
rozdéleny do nékolika skupin dle jejich fenotypového efektu. Ttida I zptisobuje velice
sniZzenou expresi, tfida II zplisobuje zadrZeni receptoru uvnitt buniky, mutace tfidy III se
projevuji na bunééném povrchu. Ttida IV zpisobuje S$patnou signalizaci, ¢imz se
snizuje sila a ucinnost a tfida V jsou varianty s neznamym efektem. Nékteré varianty
poskytuji ochranu pied obezitou, naopak urcité SNP vytvari pro obezitu predispozici ¢i
jsou vyznamn¢ spojené s vysim BMI (NOWACKA-WoszuUK et al., 2012; SWITONSKI et
al., 2013).

Melanokortinovy receptor typu 5 vaze predevsim a-MSH a projevuje se v centralni
nerovové soustavé a v ruznych perifernich tkanich, hlavné¢ vSak v kuzi. Kodovany

protein je zahrnut v riznych fyziologickych procesech véetné metabolismu tukd,

-----
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u lidi i domestikovanych zvitat. Ma tedy mnoho funkci, ale jen nékolik polymorfismt u
¢lovéka a domestikovanych zvitat. Napiiklad v genomu prasete byl lokalizovan blizko
markeru S0059, coz je uvniti QTL pro tloustku a kvalitu masa. U ¢lovéka jsou
polymorfismy tohoto genu spojovany s obezitou, dale se stavem kutize, metabolickymi ¢i
mentalnimi poruchami, diabetem 2. typu, shizofrenii atd (SLominski et al., 2004;
SwITONSKI et al., 2013).

3.2.10 Antagonisté melanokortinu

3.2.10.1 Agouti protein

Antagonist¢ melanokortinu patfi mezi hormonalni inhibitory melanogeneze
(spole¢né¢ se serotoninem, melatoninem, ktery se transformuje ze Serotoninu,
dopaminem a acetylcholinem). Jednim z nich je agouti protein, produkovany v koznich
papilarnich buitkach a kddovany genem a/nonagouti/Asip (aguti signalni protein)
(NCBI, 2016e). Antagonizuje akci a-MSH ptes MC1R, MC3R a MC4R piimym ¢i
inverznim antagonizmem. Agouti locus (a) u mysi na 2. chromozomu reguluje
cyklickou produkci granul ¢erného a Zlutého pigmentu, ¢imz vytvati typické agouti
zbarveni a vlas pii tomto zbarveni je Cerny se zlutymi pruhy. Pusobi tedy v ramci
mikroprostiedi vlasového folikulu v prubéhu ristu vlasu a stfidavé piepind syntézu
eumelaninu a feomelaninu tim zpGsobem, ze stfidavé aktivuje a inaktivuje MCIR.
Agouti gen koduje polypeptid sestavajici ze 131 aminokyselin a projevuje se ve
varlatech a kazi, ale ne v melanocytech. Dominantni agouti mutace (lethal yellow, AY) je
zpusobena deleci 120 kb v agouti genu a dohromady s celozlutym fenotypem zptsobuje
u heterozygotli tézkou obezitu, diabetes a nachylnost krozvoji nadort kvili
pfeorganizovani chromozomd, v disledku ¢ehoz dochézi k produkci chimerického genu
a mMRNA. Recesivni mutace agouti (a, nonagouti) zptsobuji u mysi celo¢erné zbarveni
(pfti ztraté funkce agouti genu), dominantni alely celozluté (pfi konstatni expresi agouti
proteinu). Tyto ,,zluté* mutace zptisobuje preskupeni ¢i inzerce chromozomu, které fadi
aktivni promotor vedle agouti genu (BLACK a REEVE, 2001; SLOMINSKI et al., 2004).

Gen agouti ma 2 promotory, jeden vytvaii pulzni expresi prostiednictvim kize
divoce zbarvenych mysi (typické agouti zbarveni, pruhovany vlas), druhy je aktivni jen
na ventralni plose téla, tedy na kuzi bficha. Stala exprese genu zde potlacuje pulzni

expresi a vytvaii tak zluté biicho (b&lobtichy agouti fenotyp). Mutantni fenotyp black
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and tan ma inaktivni pulzni promotor, coz zpusobuje ¢erné zbarveni, a aktivni venralni
promotor, tudiz ma biicho Zluté nebo tan barvy (BLACK a REEVE, 2001).

Existuji 2 modifikatory agouti proteinu, atraktin (Atrn) ¢i mahogany (mg)
a mahoganoid (md) ¢i mahogunin (Mgrnl), coz jsou v podstaté¢ mutace s podobnym
pleiotropnim efektem na zbarveni srsti a hospodafeni s energii u A(y) mysi. Mutace
v obou genech modifikatorti se chovaji epistaticky k A(y) a tim potlacuji Zluté zbarveni
srsti a obezitu, které jsou zptuisobené piiliSnou expresi ASP (,,agouti-signalling protein‘)
(DONOHOUE, 2008). Mahogany lokus byl identifikovan jako zdroj pro recesivni supresi
agouti proteinu, funkéni protein je tedy zodpovédny za akci agouti proteinu, ktera
modifikuje zbarveni srsti antagonizmem k MCIR. Je tedy doplikovym receptorem
agouti proteinu a projevuje se VvV mnoha tkanich vc¢etné pimentovych bunék
a hypotalamu. Jeho extracelularni oblast je ortologem atraktinu (Atrn) u ¢loveka, coz je
cirkulujici molekula produkovana aktivovanymi T buitkami (molekularni zé&klad
komunkace mezi MCR signalizaci a funkci imunity). Atraktin se také G¢astni kontroly
metabolismu a potravniho chovani vzhledem Kk jeho supresi agouti proteinu.
Mahoganoid je mutantni alela, ktera ztmavuje barvu srsti, snizuje obezitu u A(y) mysi
S vyrazné vysS$i expresi agouti proteinu a zabranuje melanocytim vlasového folikulu
reagovat na agouti protein. Homolog genu u ¢lovéka je z 81% identicky tomu mySimu.
Stejné jako u mutace atraktinu zpusobujici spongiformni neurodegeneraci, nulova
mutace (bez exprese) mahoganoidu zpusobuje neuropatologii zavislou na véku
(SLomiNsKi et al., 2004).

3.2.10.2 Agouti piibuzny protein

AGRP (agouti-pfibuzny protein) je silnym apetit-stimulujicim neuropeptidem,
ktery se projevuje hlavné v obloukovitém jadru hypotalamu a ktfe nadledvin. Byl
identifikovan na zakladé podobnosti genomicke velikosti a struktury s agouti proteinem.
Agouti protein i AGRP jsou parakrinni signalni molekuly, které blokuji akci
melanokortinovych agonistt MC3R a MC4R, pficemz AGRP je k MC4R inverznim
agonistou. Blokaci MCR reguluji v hypotalamu télesnou hmotnost, coz je pii¢inou
obezity u mysi s mutaci lethal yellow (AY), u kterych je agouti protein ptehnané vyjadien
v mnoha tkanich véetné mozku (CATANIA, 2010). AGRP dale inhibuje vazbu agouti
proteinu na MC1R a spole¢né s agouti proteinem mohou sdilet misto vazby na MC1R,

u transgennich mys$i vSak AGRP nema na pigmentaci zadny vliv. U ¢ovéka vykazuje
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polymorfismy promotord i kodujicich oblasti, coz ovliviiuje stupenn exprese AGRP

a expresi fenotypu (SLomMINSKI et al., 2004).

3.3 Shrnuti genetiky zbarveni u studovanych druhii savci

Literarni piehled ma za tkol ukézat, rozdélit a popsat vSechny dilezité geny,
procesy a souvislosti, které ovlivituji zbarveni savcti. Zamétuje se na mys§ domaci jako
modelovy organismus, dale na ¢loveéka a na ¢incilu vlnatou a porovnava zjisténé udaje
mezi nimi. Tabulka ¢. 3 uvadi souhrn nejdilezitéjSich genu ovliviiujicich zbarveni,
jejich symboly, dalsi oznaéeni a protein, ktery koduji. V tabulce ¢. 4 jsou pro tii
zkoumané zivo¢isné rody uvedené konkrétni geny a jejich ID (identifikacni cislo), kdy
pouze u genu Mclr nebyla u ¢incily vinaté zatim konkrétné zjisténa lokace.

Dale existuje velké mnozstvi gent, které pifimo i nepiimo ovliviluji pigmentaci
ajsou zapojeny do mnoha metabolickych & jinych drah v organismu. Ucastni se
naptiklad vyvoje organismu, trasportu melanosomd, jsou soucasti melanosomd, jejich
struktury, transportu a prekurzort, dale ovliviiuji funkci melanocytii, eumelaninu
a feomelaninu. Mutace, které ovliviiuji zbarveni se ¢asto projevi zaroveini s jinymi jevy
jako napfiklad onemocnéni ledvin a nadledvin, defekty neurdlni liSty, mikroftalmie,
anoftalmie, celkova absence srsti a dalsi a také ovliviiuji vyvoj organismu a mohou
zpusobovat piredCasné starnuti s brzkym Sedivénim. V pfilozenych tabulkdch jsou
uvedeny vybrané mutantni alely u klonovanych (ptiloha ¢.3) a neklonovanych (ptiloha
¢.4) mysi s popisem funkci v pigmentaci a dalSich zmén v organismu spojenych

s mutacemi. U ¢lovéka je symbol genu stejny, jen velkymi pismeny.
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Lokus/gen Symbol  Jiné nazvy Protein

agouti a ASIP, ASP, nonagouti, A3, AY)  Aguti signalni protein

Agrp AGRT, ART, ASIP2, Agrt, Art  Aguti pfibuzny protein

albino color, TYR, OCA1 Tyrosindza (TYR)

brown b TYRP1, TRP-1, OCA3, isa, Tyrosinaze ptibuzny protein (TYRP1)
TRP1, Tyrp

extension e MC1R Melanokortin 1 receptor

pink-eyed dilute p P, OCA2 OCA2

silver Si SILV, PMEL 17, gp87, gp100  PMEL 17

slaty slt TYRP2, Dct, DT, Tyrp2 Tyrosinaze piibuzny protein 2, dopachrom

teutomeréza
underwhite uw Solute carrier family 45, OCA4

OCA4, member 2LOC51151,
Dbr, SLC45A2, blanc-sale

Tabulka €. 4: Geny pro zbarveni a jejich ID u rodi Homo sapiens, Mus musculus a

Chinchilla lanigera.

Gen Homo sapiens Mus musculus Chinchilla lanigera
Gen ID genu Gen ID genu Gen ID genu

MC1R MCI1R 4157 Mclr 17199 - -

TYR TYR 7299 Tyr 22173 Tyr 102005248
TYRP1 TYRP1 7306 Tyrpl 22178 Tyrpl 102012890
TYRP2/DCT TYRP2/DCT 1638 Tyrp2/Dct 13190 Dct 102020410
ASIP ASIP 434 Asip/a/ 50518 Asip 102024692

nonagouti

AGRP AGRP 181 Agrp 11604 Agrp 102030198
PMEL PMEL 6490 Pmel 20431 Pmel 102025878
OCA2 OCA2 4948 Oca2 18431 Oca2 102023950
SLC45A2 SLC45A2 51151 Slc45a2 22293 Slc45a2 102027881

Pievzato z: NCBI (2016)
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3.4 Variabilita zbarveni ¢incil dle soucasnych chovatelii

U ¢incil je zaklad zbarveni stejny jako u vSech savci, jak je popsano vyse. Geny
pro zbarveni sice byly zkoumany a sekvenovany, ne vSak vSechny a stale se jedna pouze
0 podobnost s genomem mys$i. Konkrétni geny uréujici piimo barevné mutace
zkouméany nebyly. Zajmovi chovatelé si tedy i kvuli zjednoduseni (bez genetickych
analyz) vytvotili vlastni systém pojmenovani gena a alel, ktery je vSak zaloZeny na stale
stejném zaklad¢. Geny neurcuji podle genotypu zvifete, jak 1ze zjistit napiiklad u koni ¢i
u mysi, tedy ptimo pii laboratornim rozboru genomu a konkrétnich sekvenci, ale podle
toho, jaky fenotyp vykazuji potomci. Pak tedy zpétné urci pravdépodobny genotyp
rodi¢t, ¢i jakych alel mohou byt nositeli (,,carrier”). Také vSak muze dojit k projevu
genu (zvlaste téch recesivnich) az po nékolika generacich a potom zalezi na chovateli,
zda je dobfe informovan o zvifeti a jeho rodokmenu nebo zda dobfe vede evidenci
chovu, aby urc¢il mutaci a genotyp spravné.

Genetika barevnych mutaci pouziva terminy znamé z obecné genetiky. Termin
heterozygot znamena, ze CinCila ma ve své genetické vybavé dominantni a recesivni
alelu (Aa), kdy dominantni je plné vyjadiena a recesivni muze byt dale vyjadiena
U potomkt. Homozygot ma bud’ dvé¢ dominantni (AA) nebo dvé recesivni (aa) alely.
Geny se tedy mohou chovat dominantné, kdy prekryji expresi recesivnich gent,
recesivné, kdy se mohou projevit az u ¢asti potomkl, nebo mohou byt neuplné
dominantni a tyto pak ovlivituji bilé zbarveni (viz kapitola White). Déle existuji ko-
dominantni a ko-recesivni geny, kdy mohou dva a vice dominantnich nebo dva a vice
recesivnich genl existovat spoleéné u jednoho zvitete. Naptiklad White+Beige=Pink
White, u recesivnich napiiklad Standard Grey+Sapphire=Standard Grey SC a zde
zalezi na tom, ktery z recesivnich genti bude vice ,,dominantni* (vice v kapitole 3.3.1.8.

Hybridni mutace).

3.4.1 Zakladni barevné mutace ¢incil

Zakladni barevné mutace ¢in€il mohou byt dominantni nebo recesivni, dle jejich
schopnosti projevu. U téchto zbarveni neni vétSinou problém urcit fenotyp dané mutace,
jelikoz jsou natolik specifické, ze si je nelze splést a lze je od sebe lehce odlisit.
Puvodni divoka ¢inéila méla jako vétSina divokych hlodaveu zbarveni zvané aguti, tedy
Sedivé s zihanim, které je u ¢incil nazyvano Standard Grey. Je zakladem pro vSechny

dalsi mutace, které jsou k nému bud’ dominantni nebo recesivni, pficemz Standard Grey
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je recesivni vici genum Beige, Black Velvet, White a Ebony dominantni vii¢i recesivnim
genum Charcoal, Recessive Beige, Sapphire a Violet. Mezi dominantni barevné mutace
tedy patii Beige, Black Velvet, Wilson White a fadi se k nim i Standard Grey. Mezi
recesivni barevné mutace patii Charcoal, Sapphire, Violet a dalsi, které jsou vSak u nas
vzacné, naptiklad Lowel White (Lovelova Bil4, Goldbar), Kalifornska bila a Recesivni
Bil& (CHINCHILLA CHRONICLES, 2016; HOMOLKOVA, 2014; VONDRACKOVA, 2016).

3.4.1.1 Mutace Beige

Mutace Beige nebo také Tower Beige mé zaklad v genu zvaném Beige. Tower
Beige je oznadeni pro tmavsi variantu Beige z n¢kolika typu (svétly, stiedni, tmavy
a extra tmavy). Ma dvé varianty (dle genetiky), a sice Hetero Beige, coz je heterozygot
a geneticky je vyjadien jako Beige+Standard, a Homo Beige, ktery je homozygotni
a geneticky je vyjadien jako Beige+Beige. Jedna se o nelplnou dominanci, jak vykazuji
na svém zbarveni recesivné homozygotni jedinci (MILLER, 2010; VONDRACKOVA,
2016).

3.4.1.2 Mutace Black Velvet

Dominantni gen, nékdy nazyvan jen ,,black® nebo TOV (,,Touch of velvet* neboli
,dotek velveta®), coz se ale spiSe pouziva pii kombinacich s jinymi mutacemi (popsano
nize). Oznaceni TOV se pouziva hlavné u mutaci, které jsou geneticky ,,Velvet®, ale
nemaji vSechny znaky typické pro tento gen. Napiiklad mutace TOV Ebony nema
typicky piechod mezi ¢ernou a bilou barvou na bocich a bilé krouzky kolem usi. Stejné
jako Ebony je to spiSe gen pro barevny vzor na téle zvifete nez pfimo pro barvu.
V podstaté ztmavuje a sjednocuje jakékoliv zbarveni, se kterym je kombinovan,
pfi¢emz si stale zachovava sviyj typicky fenotypovy vzhled, resp.vzor. Jedna se o velmi
specifické zbarveni, kdy ¢erné barva vytvaii na hlavé zvifete masku ve tvaru ,,T* a déle
pokracuje pies hibet az k ocasu a splyva po bocich k btichu. Na bocich v ur¢itém misté
pfechdzi do Sed¢ barvy, ktera tvofi pifechod mezi ¢ernou barvou na hibeté a bilou
barvou na bfichu. Ocas mé ze spodni strany ¢erny pruh, delsi $tétinovité chlupy jsou
Sedé. Typické jsou malé Cerné skvrny ¢i prouzky na hrudnich koncetinach (na kazdé
jedna) a bilé krouzky kolem usi. Standard pro exteriér zvifete je co se tyCe barvy velice
pfesné definovan a jakakoliv odchylka znamena bud’ vyfazeni z bonitace Ci snizeni
bodového hodnoceni. Stejné jako White nemiiZze existovat v homozygotni formé kvili

letdlnimu faktoru (HOMOLKOVA, 2014; MILLER, 2010; VONDRACKOVA, 2016).
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3.4.1.3 Mutace Wilson White

White je gen sneuplnou dominanci, coz znamena, ze nékdy mize vytvaret
mnozstvi raznych vzort bilé a Sedé srsti na jinak normalnim podkladu. Gen pro bilou
barvu se chova jako inhibitor pigmentu, tedy Ze se bilé zbarveni neprojevi samo, ale
vlivem genu dojde k inhibici projevu jiné barevné mutace a vznikne tak bila srst.
Z&kladni bild mutace se nazyva Wilson White a pro individualni vzory srsti existuji
pojmenovani jako White Mosaic, Silver, Silver Mosaic, Reverse Mosaic a dalsi.
VSechny varianty maji geneticky zaklad White+Standard, na fenotypu je pak projev
variant patrny na zakladé stupné vlivu genu Standard i White. Gen nemuze existovat
vV homozygotni form¢ kvli letdlnimu faktoru (CHINCHILLA CHRONICLES, 2016; MILLER,
2010).

3.4.1.4 Z&akladni mutace Standard Grey

Zbarveni nazyvané také jen Standard je originalni pro divoké Ccincily, je to
V podstaté agouti fenotyp stejny pro jiné savce. Tato mutace je recesivni vi¢i mutacim
Beige, Black Velvet a Wilson White a v nékterych pifipadech dominanti viéi genu
Ebony. Dominantné se chova vu¢i mutaci Charcoal, Recessive Beige, Violet a Saphire.
Standard je geneticky Standard+Standard a gen je prezentovan i Vv zékladnich
mutacich: zakladni Wilson White = White+Standard, zékladni Beige =
Beige+Standard, zakladni Black Velvet = Black Velvet+Standard a u mutace Hetero
Ebony je genetickym zdkladem Ebony+Standard. V heterozygotni formé u recesivnich
mutaci (Charcoal, Recessive Beige, Sapphire, Violet) je pak genetickym zékladem
Standard/Charcoal Carrier, Standard/Recessive Beige, Standard/Saphire Carrier,

Standard/Violet Carrier (pojem ,,carrier” vysvétlen nize) (MILLER, 2010).

3.4.1.5 Recesivni mutace Sapphire, Violet a Charcoal

Tyto tifi recesivni mutace jsou geneticky jednoduSe Sapphire+Sapphire,
Violet+Violet a Charcoal+Charcoal. V heterozygotnim stavu je zvife pouze jeho
nositelem (,,carrier”). Violet a Sapphire vypadaji jako svétlejsi mutace Standard,
pticemz Sapphire je pon¢kud svétlejsi s modrym nadechem a rizovyma usima, které
jsou na koneccich modre, a Charcoal vypada jako ¢incila se zbarvenim Medium Hetero
Ebony. U téchto zvifat byva obtizné rozpoznat pravy zaklad zbarveni (HOMOLKOVA,
2014; MILLER, 2010).
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3.4.1.6 ,,Carrier“ neboli nositel genu

Pokud je zvife jen nositelem genu, znamena to, ze je heterozygot a recesivni gen se
u n¢j neprojevi, ale mize ho predat potomkiim. Takovy jedinec je zbarven jako bézna
barevnd mutace a v pfipad¢, ze bude ki¥izen s jinym jedincem-nositelem, ¢tvrtina jejich
potomkl bude geneticky recesivni homozygot a budou mit zbarveni recesivni mutace.
Nositel tedy mize mit v oznaceni své mutace AVC, DVC, EC nebo SC (,,afro violet
carrier”, ,,Deutsch violet carrier — némecky typ Violet, ,,ebony carrier* ¢i ,,sapphire
carrier”). Napiiklad ¢incila Beige EC bude mit geneticky dominantni alelu Beige
a recesivni Ebony. Pokud bude ¢in¢ila nositelem sapphire genu a jeji zakladni zbarveni
bude Standard Grey, mutace bude nazvana Standard Grey SC  (CHINCHILLA

CHRONICLES, 2016; HOMOLKOVA, 2014; VONDRACKOVA, 2016).

3.4.1.7 Gen Ebony

Na hranici mezi dominantnimi a recesivnimi geny je slabé dominantni gen zvany
Ebony. Neni genem pro jednu barvu, ale méni odstin zakladni barvy a vysledkem je
kombinace zakladni barvy a stupné¢ Ebony genu. Ma akumulativni povahu, tzn. ze sila
barvy a intenzita ztmaveni roste s poétem generaci, tedy se stupném proslechténi, coz se
projevuje skuteCnosti, Ze uspéSné generace kiizeni téchto zvitat produkuji stale tmavsi
atmavsi jedince. Jednodu$e ¢im vice generaci, tim tmavsi zvifata. Fenotyp je také
ovlivnén tim, v jaké ze ¢tyi forem gen existuje. V podstaté tvoii stupnici od nejsvétlejsi
po nejtmavsi variantu zdkladni barvy a pozname jej podle toho, Ze zvife je zbarvené
celé, nema tudiz bilé bficho, jako je tomu u vSech zdkladnich mutaci. DalSim
charakteristickym znakem genu Ebony je Seda kiize bez srsti na ¢enichu zvitete, ktery je
obvykle rtzovy, stejné jako usi. Oboji pak mize mit rizné odstiny Sedé. Nejsvétlejsi
variantou je Light Ebony Hetero (Eeee), kdy ma zakladni zbarveni jen nepatrné tmavsi
odstin. Tmavsi je Medium Ebony Hetero (EEee), pro kterou je typicka ¢erna maska ve
tvaru ,, T na hlavé zvifete. Dale ve stupnici pokracuje Dark Ebony Hetero (EEEe), kdy
jinak celému Cernému zviteti jen lehce prosvitaji svétlejsi boky, mnohdy rozeznatelné
jen na specialnim svétle. Nejtmavsi variantou je Extra Dark Ebony Homo (EEEE), kde
prosvétleni bokll chybi a zvife je tak jednolit¢ Cerné. Takovéto zvife nema nikdy
v potomstvu mutaci Standard. Potomci jsou vzdy jen Ebony v rizné skale tmavosti.
Pokud méa gen Ebony mutace White, na fenotypu se projevi tmavymi skvrnami, které

mutace White normalné¢ nema. V podstaté kdekoliv na téle zvifete mohou byt tmavé
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(8edé) nepravidelné skvrny. Vysledkem kiizeni jedinct Ebony s jedinci Beige vznika
hnéd¢ zvite, opét s riznym stupném ztmaveni. Nejtmavsi variantou je v tomto piipadé
EDE Beige (Extra Dark Ebony Beige neboli Chocolate, u nas chovateli pracovné
nazyvany Coko). Klasi¢ti Ebony jedinci musi byt vzdy &erni, proto je tieba si davat
pozor na nahnédlou barvu srsti nebo na hnédé skrvny nejcastéji na hlave, které mohou
byt myln¢ povazované za skvrny v dasledku Ebony genu. To je povazovano za vadu
zbarveni a zvife by nemélo byt zafazeno do chovu (CHINCHILLA CHRONICLES, 2016;

HOMOLKOVA, 2014; MILLER, 2010; VONDRACKOVA, 2016).

3.4.1.8 Hybridni mutace

KiiZzenim zakladnich mutaci vznikaji jejich hybridi, tzn. rizné kombinace
zakladnich barev, u kterych uz vice zalezi na znalostech chovatele i o rodi¢ich jedinct
a mnohdy je jeding takto schopen urcit genotyp jejich potomka. Také musi dbat na
urcita pravidla, kterd plati pro kiiZzeni zakladnich barevnych mutaci. Jednd se hlavné
o letalni faktor. Pro kiizence nékterych zakladnich mutaci existuje zvlastni oznaceni ¢i
pojmenovani, napiiklad kiizenci mutace Black Velvet maji v nazvu TOV neboli ,,touch
of velvet” (naptiklad TOV White), kiiZzenci s kombinaci genti Beige a Ebony jsou
oznaCovani jako Tan (napiiklad Tan White=Beige+Ebony+White). Ebony je v nazvu
mutace zvifete vzdy uvedeno. Dal§im kiiZenim hybridi vznikaji velice zajimavé
exprese Vv jejich fenotypu nebo jsou nositeli genu (naptiklad TOV Tan Violet =
Beige+Ebony+Black Velvet+Violet). Pro kfizence urcitych mutaci existuji speciélni
nazvy, naptiklad Pink White/Beige Mosaic/Golden Mosaic (White+Beige), Pearl (Beige
+ Violet), Brown Velvet (Black Velvet+Beige), Blue Diamond/Ice Blue (Sapphire AVC+
Violet SC), Ultra Violet (Black velvet+Violet), Chocolate (Beige Ebony Extra Dark)
a dalsi. (BENESOVSKA, 2008; HOMOLKOVA, 2014; VONDRACKOVA, 2016).

V chovu a kiiZeni riznych mutaci ¢incil plati pravidlo, Ze ¢im sloZzitéji se mutace
mezi sebou kiizi, tim je horsi kvalita chovnych zvitat. Snizuje se kvalita barvy, hustota
vlasu, zvifata maji horsi tvar t€la a hlavy atd. Chovni jedinci by se proto méli peclivé
vybirat, chovatel by mél zvolit spravny management Slechténi a nemél by chtit za
kazdou cenu kombinovat mutace co nejslozitéji a chtit co nejrychleji pozadovany
vysledek v podobé kiizeného potomstva. Doporucuje se zvolit napiiklad postup

rozumného procisténi barvy zakladni Sedou mutaci Standard Grey ¢i mutaci Black
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Velvet. Vysledkem je potom vyrovnanéjsi chov, kvalitnéj$i chovna zvifata jak tvarem
téla tak i srsti a celkové kvalitnéjsi a propracovanéjsi chov (VONDRACKOVA, 2016).
Mnozi majitelé ¢inCil a bohuzel ani n¢ktefi chovatelé vSak nezachazeji ani takto
daleko, aby si zjistili, jaké mohou ocekavat vysledky kiiZzeni svych zvifat a vztahuji
mysleni ¢incily k lidskému, co se tyce potomkil. Neni to vSak spravné, protoze kiizenim
riznych mutaci pfichazi v lepsim piipad€ zklamani z neoekavaného zbarveni potomkii,
V horSim ptipad¢ k letalité, tzn. ztraty potomkl nebo i1 matky. Pfi rozhodnuti
rozmnozovat Cincily se také jednd o péci o mlad’ata a jejich matku, coz vyzaduje urcité
znalosti a zkuSenosti. Proto by m¢li zacdinajici chovatelé prostudovat co nejvice
materiald a nejlépe se zeptat zkuSenych chovateld na veskeré informace, nez aby délali
zbytecné chyby, které stoji Usili nejen lidi, ale i zvifat. Pokud neni vile se chovu
opravdu vénovat naplno, je lepSi podniknout opatfeni, aby k produkci potomkil
nedochazelo, tedy nechat samce, ktefi maji piistup k samici/samicim, nechat

vykastrovat nebo je chovat oddélené.
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4 MATERIAL A METODIKA

Experimentalni ¢ast této prace srovnava jednotlivé sekvence gent tyrosinazy (TYR)
a dopachrom tautomerdzy (DCT/TYRP2) u tii druht savci, a sice ¢lovéka (Homo
sapiens), mysi (Mus musculus) a ¢incily vinaté (Chinchilla lanigera). Pomoci databazi
NCBI a Ensembl byly nalezeny odpovidajici sekvence vhodné pro srovnavani, tedy
kodujici DNA (cDNA) v podobé mRNA ve formatu FASTA a u ¢incily vlnaté Useky
celogenomového skenu, kde se pravdépodobné nachazi TYR (ChiLan1.0 scaffold00013)
a Dct (ChiLanl.0 scaffold00003) a dale predikovana mRNA téchto genti. Sekvence
genu TYR a DCT u ¢lovéka a mysi spolu byly postupné srovndvany pomoci programu
BLAST (,,The Basic Local Alignment Search Tool*), konkrétné megablast (naléza
vysoce podobné sekvence). Je to online nastroj, ktery se nachazi na serveru NCBI
(http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi), pro hledani podobnych oblasti biologickych
sekvenci. Srovnava nukleotidové nebo proteinové sekvence s databazi sekvenci a
vypocitava statistické ukazatele shodnych usekd. Mize byt pouzit pro funkéni a
evolu¢ni vztahy mezi sekvencemi nebo muize pomoci identifikovat zastupce genovych
rodin. Program byl vyvinut tymem ZHANG et al. (2000). Byl proveden multiple
sequence alignment pomoci programu Clustal Omega na serveru EBI
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), kde bylo zjistovano, na kolik jsou si geny
podobné. Program vyvinul tym Li et al. (2009). Porovnané tseky byly podrobné
prostudovany, byla peclivé prozkoumana podobnost sekvenci ¢incily se sekvencemi
mysi a Clovéka, dale byly vyznaCeny mutace a polymorfismy, které maji vliv na
pigmentaci kiize a vlast u ¢loveéka a na zbarveni srsti u mysi. Vybornym nastrojem a
zdrojem informaci byla databdze NCBI (National Center for Biological Information)
provdzana s databazi Ensembl, ktera taktéz poskytovala mnoho informaci s vybornym

grafickym zpracovanim a jednoduchou orientaci v systému informaci.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Studium sekvenci genu tyrosinazy (TYR)

u savcl. TYR u ¢loveka dle NCBI lezi na 11. chromozomu, u mysi na 7. chromozomu
a u obou obsahuje pét exonli. U Cincily neni chromozom zném, bylo pouze zjisténo, ze
Tyr obsahuje 5 exont. Gen u ¢loveéka i u mysi obsahuje ¢etné mutace, které maji vliv na
fenotyp. Jsou vyznaceny nize. Gen Cinc€ily dosud nebyl exaktné popsan, existuji pouze
useky mozného vyskytu genu, jako napiiklad predikovand mRNA pouZivana v této
praci. Bylo provedeno 6 porovnani mezi sekvencemi genu ¢lovéka, mysi a Cincily
postupné mezi sebou a vSechna jsou uvedena a okomentovana nize. Query vzdy
oznacuje sekvenci, ke které je pfifazovana druhé sekvence a je v hornim fadku kazdého
alignmentu, Subject oznacuje sekvenci vyskytujici se ve spodnim tadku kazdého
alignmentu. U obou je vzdy uvedeno c¢islo dle NCBI pro snadné dohledani

a prehlednost.

1. BLAST — ¢incila - ¢incila
o Query: Chinchila lanigera: tyrosinase predicted mRNA (XM_005379730.2)
o Subject: Chinchilla lanigera isolate Chin_1 unplaced genomic scaffold, ChiLan1.0

scaffold00013, whole genome shotgun sequence (NW_004955414.1)

Vysledkem srovnani predikované mRNA Tyr u ¢in¢ily vinaté ¢. XM_005379730.2
a sekvence celého genomu ¢incily vinaté ¢. NW_004955414.1 v programu BLAST je
pét oblasti, které jsou fazeny sestupné dle velikosti. V genu nejsou v tomto potadi,
¢emuz odpovidaji Cisla bazi u vysledki. Jednotlivé tseky jdou tedy po sobé v potadi:
Range 1, 3, 5, 4 a 2 a v tomto pofadi vétSinou odpovidaji exoniim mysiho Tyr, tzn. ze
Range 1 = exon 1 u mysi, Range 2 = exon 5 u mysi, Range 3 = exon 2 u mysi, Range 4
= exon 4 u mysSi a Range 5 = exon 3 u mysi. Pét usekt (Range 1-5) prozrazuje
skuteénost, ze ¢inéili Tyr obsahuje pét exond, coz bylo ovéfeno v databazi Ensembl
(www.ensembl.org). VSechny useky jsou 100% identické az na Range 5 (98 %). To
muze byt zptasobeno skutecnosti, Ze podobnost s mysim 3. exonem kon¢i na pozici 1184
(Query) a na zakladé této podobnosti poslednich 9 bazi k exonu ziejmé nepatii a usek je

jen nahodné podobny. Vlastni alignment zobrazen nize.
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Range 1: 4313183 to 4314001 (Exon 1)

Alignment statistics for match #1
Expect Identities Gaps Strand
0.0 819/819(100%) 0/819(0%) Plus/Minus

Score
1513 bits(819)

Query 1

Sbjct 4314001
Query 61
Sbjct 4313941
Query 121
Sbjct 4313881
Query 181
Sbjct 4313821
Query 241
Sbjct 4313761
Query 301
Sbjct 4313701
Query 361
Sbjct 4313641
Query 421
Sbjct 4313581
Query 481
Sbjct 4313521
Query 541
Sbjct 4313461
Query 601
Sbjct 4313401
Query 661
Sbjct 4313341
Query 721
Sbjct 4313281
Query 781
Sbjct 4313221

ATGATCCTGGCTGTTTTGTTCTTTCTCCTGTGCAGTTTCCAGACCTCCGCCGGCCATTTC

FEEEEEEEEr ettt et el
ATGATCCTGGCTGTTTTGTTCTTTCTCCTGTGCAGTTTCCAGACCTCCGCCGGCCATTTC

CCCCGAGCTTGCACGTCTCTTCGGAACCTGATAGAGAAGGAATGCTGCCCGCCGTGGAAG

FEEEEEEEEr ettt et el
CCCCGAGCTTGCACGTCTCTTCGGAACCTGATAGAGAAGGAATGCTGCCCGCCGTGGAAG

GGGGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGGACATCCTTCTG

FEEEEEEEEr ettt et el
GGGGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGGACATCCTTCTG

TCCAGTGCACCATTTGGGCCACAATTCCCTTTCACAGGGGTGGACGACAGGGAATCCTGG

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TCCAGTGCACCATTTGGGCCACAATTCCCTTTCACAGGGGTGGACGACAGGGAATCCTGG

CCCTCCGTCTTTTATAACAGAACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAGCTGT

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
CCCTCCGTCTTTTATAACAGAACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAGCTGT

GGACGTTGCAAGTTTGGATACTGGGGACCAAACTGCACACAGAAAAGAGTCTTGGTGAGA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
GGACGTTGCAAGTTTGGATACTGGGGACCAAACTGCACACAGAAAAGAGTCTTGGTGAGA

AGAAACATCTTCGATTTGAGTGTCCCAGAGAAGGACAAGTTCCTCGCCTACCTCACTTTA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
AGAAACATCTTCGATTTGAGTGTCCCAGAGAAGGACAAGTTCCTCGCCTACCTCACTTTA

GCAAAGCATACCATCAGTGCAGACTATGTCATCCCGACAGGCACGTATGGCCAAATGAAG

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
GCAAAGCATACCATCAGTGCAGACTATGTCATCCCGACAGGCACGTATGGCCAAATGAAG

AACGGATCAACCCCCATGTTTAACGATGTTAACGTTTATGACCTCTTTGTCTGGATGCAT

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
AACGGATCAACCCCCATGTTTAACGATGTTAACGTTTATGACCTCTTTGTCTGGATGCAT

TACTATGTGTCAAGAGACACACTGCTTGGGGGGTCTGAAATATGGAGAGACATTGATTTT

FEEErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e
TACTATGTGTCAAGAGACACACTGCTTGGGGGGTCTGAAATATGGAGAGACATTGATTTT

GCCCATGAAGCACCAGGTTTCCTGCCTTGGCATAGACTTTTCTTGCTTCTGTGGGAAGAA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCCCATGAAGCACCAGGTTTCCTGCCTTGGCATAGACTTTTCTTGCTTCTGTGGGAAGAA

GATATCCGGGAGCTTACAGGGGATGAGAACTTCACTATTCCATACTGGGACTGGCGAGAT

FEEEEEEE e et e et e e e e e et e e e e e e e e
GATATCCGGGAGCTTACAGGGGATGAGAACTTCACTATTCCATACTGGGACTGGCGAGAT

GCGGAAAGCTGTGACATTTGCACAGACGAGTACATGGGAGGTCGGCACCCTACAAGCCCT

FErrrrrrrrrrr e et e e e e et e e e e e e
GCGGAAAGCTGTGACATTTGCACAGACGAGTACATGGGAGGTCGGCACCCTACAAGCCCT

AACCTGCTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTGGCAG 819

FEEEEEEEEr e e e e e et rr el
AACCTGCTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTGGCAG 4313183
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60

4313942

120

4313882

180

4313822

240

4313762

300

4313702

360

4313642

420

4313582

480

4313522

540

4313462

600

4313402

660

4313342

720

4313282

780

4313222



Range 2: 4244035 to 4244545 (Exon 5)

Alignment statistics for match #2

Score Expect Identities Gaps Strand
944 bits(511) 0.0 511/511(100%) 0/511(0%) Plus/Minus
Query 1362 TTCAGATCTAAGCTTCTTTCAAAACTACATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCACGTCGGAT 1421

FEEEEEEEEr ettt et el
Sbjct 4244545 TTCAGATCTAAGCTTCTTTCAAAACTACATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCACGTCGGAT 4244486

Query 1422 CTGGCCGTGGCTGGTCGGAGCAGCCTTGGTAGGAGCCGCCCTCGCTGCGTCACTGGTGGG 1481

FEEEEEEEEr ettt et el
Sbjct 4244485 CTGGCCGTGGCTGGTCGGAGCAGCCTTGGTAGGAGCCGCCCTCGCTGCGTCACTGGTGGG 4244426

Query 1482 GTTTACCAACCTACTGTGCCGTCACAAGAGGAAGCAGCTCCCCGAGGAAAGGCAGCCGTT 1541

FEEEEEEEEr ettt et el
Sbjct 4244425 GTTTACCAACCTACTGTGCCGTCACAAGAGGAAGCAGCTCCCCGAGGAAAGGCAGCCGTT 4244366

Query 1542 GCTCATGGAAAAGGAGGACTACAACAGCTTATTGTACCAAAGCCATTTGTAAAAGGCACA 1601

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4244365 GCTCATGGAAAAGGAGGACTACAACAGCTTATTGTACCAAAGCCATTTGTAAAAGGCACA 4244306

Query 1602 AGCAGTAGAGTGGGACCAGAACACATGTCCTCACTGTAACTCAGAGTGCTGTGCGGGTTC 1661
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4244305 AGCAGTAGAGTGGGACCAGAACACATGTCCTCACTGTAACTCAGAGTGCTGTGCGGGTTC 4244246

Query 1662 CCGGGAGCTACCCCCCAGCAGAGACCCCTGTGTGTCAGAGAAGACCACTCTTAGAATTGT 1721
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4244245 CCGGGAGCTACCCCCCAGCAGAGACCCCTGTGTGTCAGAGAAGACCACTCTTAGAATTGT 4244186

Query 1722 AATGTAGTAGAAAATGTACCCCTAACGCACACCCAGCTAGAACACTGCTGTTTGTCTTGC 1781
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4244185 AATGTAGTAGAAAATGTACCCCTAACGCACACCCAGCTAGAACACTGCTGTTTGTCTTGC 4244126

Query 1782 TGCTTTTGCTCAGTCCTTGTAGTTCTCCCCCAGCTCCTATTTTCAAGGACCGCATAACGT 1841
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4244125 TGCTTTTGCTCAGTCCTTGTAGTTCTCCCCCAGCTCCTATTTTCAAGGACCGCATAACGT 4244066

Query 1842 TTGGTACTATGTCAGTGCACATGTATCAAAA 1872

FEEEEEEEEr et e e e
Sbjct 4244065 TTGGTACTATGTCAGTGCACATGTATCAAAA 4244035

Range 3: 4302510 to 4302731 (Exon 2)

Alignment statistics for match #3

Score Expect Identities Gaps Strand
411 bits(222) le-113 222/222(100%) 0/222(0%) Plus/Minus
Query 816 GCAGATTGTATGCAGCCGACTGGAGGAATATAACAGCCGTCAGGCTTTATGTGATGGGAA 875

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4302731 GCAGATTGTATGCAGCCGACTGGAGGAATATAACAGCCGTCAGGCTTTATGTGATGGGAA 4302672

Query 876 CCCTGAGGGACCTTTACTTCGTAATCCTGGAAGCCATGACAAAGCCAGGACCTCGAGGCT 935
FEEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 4302671 CCCTGAGGGACCTTTACTTCGTAATCCTGGAAGCCATGACAAAGCCAGGACCTCGAGGCT 4302612

Query 936 CCCCTCCTCAGCTGATGTGGAATTTTGCCTGAGTTTGACGCAGTATGAATCTGGCCCCAT 995
FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4302611 CCCCTCCTCAGCTGATGTGGAATTTTGCCTGAGTTTGACGCAGTATGAATCTGGCCCCAT 4302552

Query 996 GGATAAAACTGCCAATTTCAGCTTTAGAAATACATTGGAAGG 1037

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4302551 GGATAAAACTGCCAATTTCAGCTTTAGAAATACATTGGAAGG 4302510
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Range 4: 4254412 to 4254596 (Exon 4)

Alignment statistics for match #4

Score Expect Identities Gaps Strand
342 bits(185) 40-93 185/185(100%) 0/185(0%) Plus/Minus
Query 1182 CAGTATTTTTGAACAGTGGCTCCGAAGGCACCGCCCACTTCAGGAAGTTTATCCGGAAGC 1241

FEEEEEEEEr ettt et el
Sbjct 4254596 CAGTATTTTTGAACAGTGGCTCCGAAGGCACCGCCCACTTCAGGAAGTTTATCCGGAAGC 4254537

Query 1242 AAATGCACCCATCGGGCATAACCGGGAGTCCTACATGGTTCCTTTTATACCTCTCTACAA 1301

FEEEEEEEEE ettt e e e e e e el
Sbjct 4254536 AAATGCACCCATCGGGCATAACCGGGAGTCCTACATGGTTCCTTTTATACCTCTCTACAA 4254477

Query 1302 AAATGGTGATTTCTTTGTGTCATCGAGAGATCTAGGCTATGAATACAGCTACCTACAAGA 1361

FEEEEEEEEr et e el
Sbjct 4254476 AAATGGTGATTTCTTTGTGTCATCGAGAGATCTAGGCTATGAATACAGCTACCTACAAGA 4254417

Query 1362 TTCAG 1366

LT
Sbjct 4254416 TTCAG 4254412

Range 5: 4286096 to 4286254 (Exon 3)

Alignment statistics for match #5

Score Expect Identities Gaps Strand
278 bits(150) le-73 156/159(98%) 0/159(0%) Plus/Minus
Query 1035 AGGATTTGCTAGCCCCATTACCGGAATCGCAGATGCCTCACAAAGCAGCATGCACAATGC 1094

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4286254 AGGATTTGCTAGCCCCATTACCGGAATCGCAGATGCCTCACAAAGCAGCATGCACAATGC 4286195

Query 1095 TTTGCACATCTATATGAACGGAACCATGTCCCAAGTACAAGGATCGGCCAACGATCCCAT 1154

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 4286194 TTTGCACATCTATATGAACGGAACCATGTCCCAAGTACAAGGATCGGCCAACGATCCCAT 4286135

Query 1155 TTTTCTTCTTCATCATGCCTTTGTTGACAGTATTTTTGA 1193

FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrr el
Sbjct 4286134 TTTTCTTCTTCATCATGCCTTTGTTGACAGGTTTGTTGA 4286096

2. BLAST —mys - ¢incila
o Query: Mus musculus mRNA for tyrosinase, complete cds (D00440.1)
o Subject: Chinchilla lanigera isolate Chin_1 unplaced genomic scaffold, ChiLan1.0

scaffold00013, whole genome shotgun sequence (NW_004955414.1)

Druhé srovnani porovnavda mRNA Tyr (kompletni kodujici sekvenci) ¢. D00440.1
a celogenomovy sken ¢incily vinaté ¢. NW_004955414.1. Vysledkem jsou dvé oblasti,
pfiGemz prvni oblast (Range 1) je z 84 % shodna s prvnim exonem u mysi, kdy program
vlozil celkem 5 mezer: 2 mezery u mysi, tzn., Ze v genu ¢incily jsou na téch mistech 2
baze vloZené navic, a 3 mezery u Cincily, tzn., Ze v genu mysi jsou na téch mistech 3
baze vlozené. Druha oblast (Range 2) je z 84 % shodna stietim exonem u mysi.
Poslednich 9 bazi tohoto tseku je opét nahodné podobnych a k exonu uz ziejmé nepatii.
Pfesny mysi exon je tedy vyznacen tak, Ze Sed€ jsou oznafeny béze, které uz do n¢j

nepatii.
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Range 1: 4313183 to 4314012

Score

813 bits(440)

Alignment statistics for match #1
Expect Identities Gaps
0.0 703/833(84%) 5/833(0%)

Strand
Plus/Minus

Query 50
Sbjct4314012
Query 110
Sbjct4313953
Query 168
Sbjct4313895
Query 228
Sbjct4313835
Query 288
Sbjct4313775
Query 348
Sbjct4313715
Query 408
Sbjct4313655
Query 468
Sbjct4313595
Query 528
Sbjct4313535
Query 588
Sbjct4313475
Query 648
Sbjct4313415
Query 708
Sbjct4313355
Query 768
Sbjct4313295
Query 828

Sbjct4313235

CTAAAGGAGAAAATGTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCCTTCTGTGGAGTTTCCAGATCTCT

L e e S O B O B O O e R N N R N N N N
CTAGAGGA-AAAATGATCCTGGCTGTTTTGTTCTTTCTCCTGTGCAGTTTCCAGACCTCC

GATGGCCATTTTCCTCGAGCCTGTGC=CTCCTC=TAAGAACTTGTTGGCAAAAGAATGCT

e O A B B R B R R B N
GCCGGCCATTTCCCCCGAGC=T-TGCACGTCTCTTCGGAACCTGATAGAGAAGGAATGCT

GCCCACCATGGATGGGTGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGCC

L e O O O
GCCCGCCGTGGAAGGGGGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTC

AGGATATCCTTCTGTCCAGTGCACCATCTGGACCTCAGTTCCCCTTCAAAGGGGTGGATG

L e e e e
AGGACATCCTTCTGTCCAGTGCACCATTTGGGCCACAATTCCCTTTCACAGGGGTGGACG

ACCGTGAGTCCTGGCCCTCTGTGTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCA

[ o e e N
ACAGGGAATCCTGGCCCTCCGTCTTTTATAACAGAACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCA

TGGGTTTCAACTGCGGAAACTGTAAGTTTGGATTTGGGGGCCCAAATTGTACAGAGAAGC

FEEE et rrd LTl FErr e et el
TGGGATTCAGCTGTGGACGTTGCAAGTTTGGATACTGGGGACCAAACTGCACACAGAAAA

GAGTCTTGATTAGAAGAAACATTTTTGATTTGAGTGTCTCCGAAAAGAATAAGTTCTTTT

R e R e e e
GAGTCTTGGTGAGAAGAAACATCTTCGATTTGAGTGTCCCAGAGAAGGACAAGTTCCTCG

CTTACCTCACTTTAGCAAAACATACTATCAGCTCAGTCTATGTCATCCCCACAGGCACCT

orrrrrrrrrrrrrer e reerrrerrrrrer rrrr e et
CCTACCTCACTTTAGCAAAGCATACCATCAGTGCAGACTATGTCATCCCGACAGGCACGT

ATGGCCAAATGAACAATGGGTCAACACCCATGTTTAATGATATCAACATCTACGACCTCT

R R e e e R R
ATGGCCAAATGAAGAACGGATCAACCCCCATGTTTAACGATGTTAACGTTTATGACCTCT

TTGTATGGATGCATTACTATGTGTCAAGGGACACACTGCTTGGGGGCTCTGAAATATGGA

FErr rrrrrrrrr e e e e e e e e e e e
TTGTCTGGATGCATTACTATGTGTCAAGAGACACACTGCTTGGGGGGTCTGARATATGGA

GGGACATTGATTTTGCCCATGAAGCACCAGGGTTTCTGCCTTGGCACAGACTTTTCTTGT

R e R RN
GAGACATTGATTTTGCCCATGAAGCACCAGGTTTCCTGCCTTGGCATAGACTTTTCTTGC

TATTGTGGGAACAAGAAATTCGAGAACTAACTGGGGATGAGAACTTCACTGTTCCATACT

R e e R RN R N R R
TTCTGTGGGAAGAAGATATCCGGGAGCTTACAGGGGATGAGAACTTCACTATTCCATACT

GGGATTGGAGAGATGCAGAAAACTGTGACATTTGCACAGATGAGTACTTGGGAGGTCGTC

R R R R R R R R R R R R N
GGGACTGGCGAGATGCGGAAAGCTGTGACATTTGCACAGACGAGTACATGGGAGGTCGGC

ACCCTGAAAATCCTAACTTACTCAGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAG

R R R R R R R RN RN
ACCCTACAAGCCCTAACCTGCTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTGGCAG

880
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109

4313954

167

4313896

227

4313836

287

4313776

347

4313716

407

4313656

467

4313596

527

4313536

587

4313476

647

4313416

707

4313356

767

4313296

827

4313236

4313183



Range 2: 4286096 to 4286254

Alignment statistics for match #2

Score Expect Identities Gaps Strand
156 bits(84) 6e-37 134/159(84%) 0/159(0%) Plus/Minus
Query 1096 AGGATTTGCCAGTCCACTCACAGGGATAGCAGATCCTTCTCAAAGTAGCATGCACAATGC 1155
R e e N e R AR R RN
Sbjct 4286254 AGGATTTGCTAGCCCCATTACCGGAATCGCAGATGCCTCACAAAGCAGCATGCACAATGC 4286195
Query 1156 CTTACATATCTTTATGAATGGAACAATGTCCCAAGTACAGGGATCGGCCAACGATCCCAT 1215

[
Sbjct 4286194 TTTGCACATCTATATGAACGGAACCATGTCCCAAGTACAAGGATCGGCCAACGATCCCAT 4286135

Query 1216 TTTTCTTCTTCACCATGCTTTTGTGGACAGTATTTTTGA 1254

N
Sbjct 4286134 TTTTCTTCTTCATCATGCCTTTGTTGACAGG CTTGA 428609

3. BLAST — mys - ¢incila
o Query: Mus musculus mRNA for tyrosinase, complete cds (D00440.1)
o Subject: Chinchilla lanigera: tyrosinase predicted mRNA (XM_005379730.2)

Ttfetim srovnanim je porovnani mRNA Tyr u mysi (kompletni kédujici sekvence)
¢. D00440.1 a predikované mRNA Tyr u cincily vlnaté ¢. XM_005379730.2, jejiz
lokalizace a sekvence je odhadnuta na zakladé podobnosti S jinym genomem.
Vysledkem je jedna oblast, u které se po prostudovani zjistilo, Ze sumarizuje vSech pét
exont (mysi i ¢incily) jdoucich po sobé bez nekddujicich oblasti. Tento kodujici Usek je
pfi srovnani mysi a ¢inily shodny z 83 %, program doplnil 21 mezer (1% z celkového
poctu bazi), u mysi 6, u ¢incily 15. Vldkna jsou stejnd, tedy Plus/Plus. Zelené jsou
vyznaceny vzdy prvni baze zahajujici dal$i exon. Na konci Useku (Query 1661) chybi
jesté 2 baze — GA — aby byl paty exon u mysi kompletni. U ¢incily se tyto dvé baze
smysi zfejm& neshodovaly, proto je tam program uz nezatadil. Usek 1566-1585
(Query) oznacil BLAST Sedymi malymi pismeny a to proto, Ze tato Cast je
v automatickém filtrovani vyhodnocena jako malo komplexni sekvence, tedy sekvence
s nizkou shodou (,,Jlow-complexity sequence*) a znamena to, ze jde pravdépodobné
artefakty. Pravé v tomto Useku s nizkou komplexnosti se u mysi na pozici 1681 nachazi
mutace zpusobujici deleci, tzv. inframe delece ¢. 7:87429127-87429132, kdy dochazi
k deleci aminokyselin KK a kodoni AAGAAG. Je vyznaena tyrkysové. Na fenotyp

nema vliv.
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Range 1: 1 to 1591

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand

1406 bits(761) 0.0 1328/1606(83%) 21/1606(1%) Plus/Plus
Query 62 ATGTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCCTTCTGTGGAGTTTCCAGATCTCTGATGGCCATTTT
spjet 1 [PGATOCTEOCTOTTITOTTCTI IO T TOTOCASTITCCAGACCTCCRCCROLEATITE
Query 122 CCTCGAGCCTGTGC=CTCCTC=TAAGAACTTGTTGGCAAAAGAATGCTGCCCACCATGGA
Sbjt 61  CCCCGAGCETETGCACGTCICTTCGGAMCCTGATAGAGAACGAATGCTGCCCGOCOTERA
Query 180 TGGGTGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGCCAGGATATCCTTC
Sbjct 119  AGGRGGATGGGACICCCTGOGOCCAGCTTICACGCAGAGOTICCTGTCAGRACATCCTIC
Query 240 TGTCCAGTGCACCATCTGGACCTCAGTTCCCCTTCAAAGGGGTGGATGACCGTGAGTCCT
Sbjct 179 TOTCCAGTGCACCATTIGOGCCACAATTCCCTTICACAGGORTGEACCACACEARTCLT
Query 300 GGCCCTCTGTGTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACT
Sbjct 239 GOCCCTCCGTCTTITATAACAGAACCTGCCAGTGCTCTOGCAACTICATGOEATICAGET
Query 360 GCGGAAACTGTAAGTTTGGATTTGGGGGCCCAAATTGTACAGAGAAGCGAGTCTTGATTA
Sbjct 299  GTOGACGTTGCAAGTTTGGATACTGGGGACCAAACTGCACACAGAAAAGAGTCTTGOTGA
Query 420 GAAGAAACATTTTTGATTTGAGTGTCTCCGAAAAGAATAAGTTCTTTTCTTACCTCACTT
Sbjct 359  CAMGAMACATCTICGATTTCAGTGICCCAGAGAAGGACAAGTICCTCGCCTACCTCACTT
Query 480 TAGCAAAACATACTATCAGCTCAGTCTATGTCATCCCCACAGGCACCTATGGCCAAATGA
Sbct 419  TAGCAAAGCATACCATCAGTGUAGACTATGICATCCCGACACGCACGTATGGCCARATCA
Query 540 ACAATGGGTCAACACCCATGTTTAATGATATCAACATCTACGACCTCTTTGTATGGATGC
Sbict 479  AGRACGGATCAACCCCCATOTTTARCGATGTTAACGTITATGACCTOTTIGTCTGOATSE
Query 600 ATTACTATGTGTCAAGGGACACACTGCTTGGGGGCTCTGAAATATGGAGGGACATTGATT
Sbict 539  ATTACTATGIGTCAAGAGACACACTGOTTONEGGGTCIOARATATGGACACACATIGATT
Query 660 TTGCCCATGAAGCACCAGGGTTTCTGCCTTGGCACAGACTTTTCTTGTTATTGTGGGAAC
Sbict 599  TTOCCCATGAAGOACCAGGTTICCTGOCTIONCATAGACTITTCTTGOTICTTGO0ARS
Query 720 AAGAAATTCGAGAACTAACTGGGGATGAGAACTTCACTGTTCCATACTGGGATTGGAGAG
Sbict 659  AMGATATCCGGOAGCTIACAGOSGATGAGAACTICACTATICCATACTOOBACTGO0GAS
Query 780 ATGCAGAAAACTGTGACATTTGCACAGATGAGTACTTGGGAGGTCGTCACCCTGAAAATC
Sbct 719  ATOCGGARAGCTOTGACATTTOCACAGACGAGTACATGOGAGGTCGOCACCCTACRAGES
Query 840 CTAACTTACTCAGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAGATCATTTGTAGCAGATCAG

T T R B B
Sbjct 779 CTAACCTGCTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTGGCAGATTGTATGCAGCCGACTGG
Query 900 AAGAGTATAATAGCCATCAGGTTTTATGCGATGG-AACACCTGAGGGACCACTATTACGT
Sbjet 839  AGGAATATAACAGCCGTCAGECTTTATTGATCOGAACHCCTGAGGGACCTTTACTTCGT
Query 959 AATCCTGGAAACCATGACAAAGCCAAAACCCCCAGGCTCCCATCTTCAGCAGATGTGGAA
Sbjct 895  AMTCCTGGAMGCCATGACARAGCCAGGACCICGAGGCTCCCCICCTCAGCTGATGICER
Query 1019 TTTTGTCTGAGTTTGACCCAGTATGAATCTGGATCAATGGATAGAACTGCCAATTTCAGC

FECLT FEEEEEE PR e b L LR
Sbjct 958 TTTTGCCTGAGTTTGACGCAGTATGAATCTGGCCCCATGGATAAAACTGCCAATTTCAGC

59

121

60

179

118

239

178

299

238

359

419

358

479

418

539

478

538

659

719

658

779

718

839

778

838

958

1018

957

1078

1017



Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1079

1018

1139

1078

1199

1138

1259

1198

1319

1258

1379

1318

1438

1378

1498

1437

1556

1495

1616

1546

TTTAGAAACACACTGGAAGEGATTTGCCAGTCCACTCACAGGGATAGCAGATCCTTCTCAA

R RN R e e e N R N R R
TTTAGAAATACATTGGAAGGATTTGCTAGCCCCATTACCGGAATCGCAGATGCCTCACAA

AGTAGCATGCACAATGCCTTACATATCTTTATGAATGGAACAATGTCCCAAGTACAGGGA

CEorrrrrrrrrrrrer e re et rrrrr et e rrr e e
AGCAGCATGCACAATGCTTTGCACATCTATATGAACGGAACCATGTCCCAAGTACAAGGA

TCGGCCAACGATCCCATTTTTCTTCTTCACCATGCTTTTGTGGACAGEATTTTTGAACAA

FEErrrrrrr e e e e e e rrer b e e e e e
TCGGCCAACGATCCCATTTTTCTTCTTCATCATGCCTTTGTTGACAGEATTTTTGAACAG

TGGCTGCGAAGGCACCGCCCTCTTTTGGAAGTTTACCCAGAAGCCAATGCACCTATCGGC

L e e O O O O O B O O e B e N N N N e A N N
TGGCTCCGAAGGCACCGCCCACTTCAGGAAGTTTATCCGGAAGCAAATGCACCCATCGGG

CATAACAGAGACTCTTACATGGTTCCTTTCATACCGCTCTATAGAAATGGTGATTTCTTC

L e e e O O O B O O B O e B e N N e e N
CATAACCGGGAGTCCTACATGGTTCCTTTTATACCTCTCTACAAAAATGGTGATTTCTTT

ATAACATCCAAGGATCTGGGATATGACTACAGCTACCTCCAAGAGTCAGATCCAGGCTT =

I N i
GTGTCATCGAGAGATCTAGGCTATGAATACAGCTACCTACAAGATTCAGATCTAAGCTTC

TTACAGAAATTATATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCCAGTCGTATCTGGCCATGGCTTCT

N e
TTTCA=AAACTACATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCACGTCGGATCTGGCCGTGGCTGGT

TGGGGCAGCACTGGTGGGAGCTGTTATTGCTGCAGCTCTCTC-TGGGCTT-AGCAGTAGG

FEorrrrr e rrren N
CGGAGCAGCCTTGGTAGGAGCCGCCCTCGCTGC=G=TCACTGGTGGGGTTTACCAACCTA

CTATGCCTTCagaagaagaagaagaadaadCAACCCCAGGAGGAAAGGCAGCCACTCCTC
L O O O B R N L o O O
CTGTGCCGTCACAAGA-G—-GAAGCAG=--CT-CCCC-=GAGGAAAGGCAGCCGTTGCTC

ATGGACAAAGACGACTACCACAGCTTGCTGTATCAGAGCCATCTGT 1661

e RN
ATGGAAAAGGAGGACTACAACAGCTTATTGTACCAAAGCCATTTGT 1591

4. BLAST Cc¢lovek — ¢incila
o Query: Homo sapiens tyrosinase (TYR), mMRNA (NM_000372.4)

o Subject: Chinchilla lanigera isolate Chin_1 unplaced genomic scaffold, ChiLan1.0
scaffold00013, whole genome shotgun sequence (NW_004955414.1)
Ctvrty vysledek porovnavda mRNA TYR u ¢&lovéka ¢ NM_000372.4 (Query)
a celogenomovy sken ¢incily vinaté ¢. NW_004955414.1. Vysledkem alignmentu je
jeden shodny tsek (Range 1). Po prostudovani bylo zjisténo, ze tato shodujici se
sekvence genomu clov€ka a Cinlily je v podstaté prvni exon genu TYR u clovéka,
shodujici se z 88 % a program zde vlozil celkem 4 mezery (2 u ¢lovéka, 2 u mysi).

Shoda je na stejnych vldknech (Plus/Plus). Shoda zacind u clov€ka na pozici 83,

ptedchozi oblast je tedy ziejmé ¢asti nekoduyjici.
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1077
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1258

1197

1318

1257
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1494

1615
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Range 1: 1 to 819

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
948 bits(513) 0.0 719/821(88%) 4/821(0%) Plus/Plus
Query 83 ATGCTCCTGGCTGTTTTGTACTGCCTGCTGTGGAGTTTCCAGACCTCCGCTGGCCATTTC
Sbict 1  ATGATCOTGGCTGTTITETTCTTTCTCCTGTGCAGTTTCCAGACCTCOOMCO00CATTTC
Query 143 CCTAGAGCCTG--TGTCTCCTCTAAGAACCTGATGGAGAAGGAATGCTGTCCACCGTGGA
Sbict 61  CUCCGAGCTTGCACOTCTRCTRICOUAACCTOATAGAGAAGGRAATECTECEEGEEOTOM
Query 201 GCGGGGACAGGAGTCCCTGTGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGAATATCCTTC
Sbict 119 AGGGGGATGGGAGTCCCTECOGCCAGCTTTCACCCACACETTCCTOTCAGGACATEOTTC
Query 261 TGTCCAATGCACCACTTGGGCCTCAATTTCCCTTCACAGGGGTGGATGACCGGGAGTCGT
Sbict 170 TGTOCAGTGCACCATTTERECEACAATICOCTITCACAGGEETERACEACALORARTECT
Query 321 GGCCTTCCGTCTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAACT
Sbict 239 GGGCCTCUGTCTTTTATAACAGAACCTOOMACTOOTCTCACARCTICATEGMATICAGET
Query 381 GTGGAAACTGCAAGTTTGGCTTTTGGGGACCAAACTGCACAGAGAGACGACTCTTGGTGA
Sbict 209 GTGGACGTTGCAAGTTTEATACTOCGOACCARACTCCACACAGAARRGAGTCTTCOTCA
Query 441 GAAGAAACATCTTCGATTTGAGTGCCCCAGAGAAGGACAAATTTTTTGCCTACCTCACTT
Sbict 350 CAAGARACATCTTCGATTIAGTOTCOCAGACAAGRACARGTTCCTCOCETACCTCACTT
Query 501 TAGCAAAGCATACCATCAGCTCAGACTATGTCATCCCCATAGGGACCTATGGCCAAATGA
Sbict 410 TAGCARAGCATACCATCACTGCAGACTATOTCATCUCGACAGECACOTATOMCCARATCA
Query 561 AAAATGGATCAACACCCATGTTTAACGACATCAATATTTATGACCTCTTTGTCTGGATGC
R RN R R RN R RN e e AN R R R RN AN NN
Sbjct 479 AGAACGGATCAACCCCCATGTTTAACGATGTTAACGTTTATGACCTCTTTGTCTGGATGC
Query 621 ATTATTATGTGTCAATGGATGCACTGCTTGGGGGATCTGAAATCTGGAGAGACATTGATT
RN N R R R AN AR RN R RN AN RN
Sbjct 539 ATTACTATGTGTCAAGAGACACACTGCTTGGGGGGTCTGAAATATGGAGAGACATTGATT
Query 681 TTGCCCATGAAGCACCAGCTTTTCTGCCTTGGCATAGACTCTTCTTGTTGCGGTGGGAAC
Sbjct 599 TTGCCCATGAAGCACCAGGTTTCCTGCCTTGECATAGACTTTTCTTGCTTCTGTCEGRAG
Query 741 AAGAAATCCAGAAGCTGACAGGAGATGAAAACTTCACTATTCCATATTGGGACTGGCGGG
Sbjct 659 AAGATATCCGGGAGCTTACAGGGGATGAGRACTTCACTATTCCATACTGGGACTGECGAS
Query 801 ATGCAGAAAAGTGTGACATTTGCACAGATGAGTACATGGGAGGTCAGCACCCCACAAATC
Sbjct 719 ATGCGEARAGCTGTGACATTTGCACAGACGAGTACATGGGAGGTCGECACCCTACRAGCE
Query 861 CTAACTTACTCAGCCCAGCATCATTCTITCTCCTICTTGGCAG 901
Sbjct 779 CTAACCTGOTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTERAS 819
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5. BLAST ¢lovek - ¢incila
o Query: Homo sapiens tyrosinase (TYR), mRNA (NM_000372.4)
o Subject: Chinchilla lanigera: tyrosinase predicted mRNA (XM_005379730.2)

Paty alignement porovndvd mRNA genu TYR u c¢lovéka ¢ NM_000372.4
a predikovanou mRNA ¢in¢ily vlnaté ¢. XM_005379730.2. Vysledkem je jedna oblast
(Range 1) shodnd z 85 %, s 9 vlozenymi mezerami (6 u ¢lovéka a 3 u Cincily), na
plusovych vlaknech. Po prostudovani se jedna o velice podobny vysledek jako
uvysledku ¢. 2, je zde totiz opét sumarizovano vSech pét exona Cincily i Clovéka
jdoucich po sobé¢, tedy je zde zobrazena cela kodujici oblast. Zelené jsou oznaceny
pocateéni baze kazdého exonu. Cést useku oznadend Sedymi pismeny oznacuje ast jiz

nekodujici.

Range 1: 1 to 1663

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
1727 bits(935) 0.0 1424/1666(85%)  9/1666(0%) Plus/Plus
Query 83 ATGCTCCTGGCTGTTTTGTACTGCCTGCTGTGGAGTTTCCAGACCTCCGCTGGCCATTTC 142
RN N A N N R NN AR R RN R RN
Sbjct 1 ATGATCCTGGCTGTTTTGTTCTTTCTCCTGTGCAGTTTCCAGACCTCCGCCGGCCATTTC 60

Query 143 CCTAGAGCCTG==TGTCTCCTCTAAGAACCTGATGGAGAAGGAATGCTGTCCACCGTGGA 200

R R R R AR R R R R
Sbjct 61 CCCCGAGCTTGCACGTCT=CT=TCGGAACCTGATAGAGAAGGAATGCTGCCCGCCGTGGA 118

Query 201 GCGGGGACAGGAGTCCCTGTGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGAATATCCTTC 260

N N e
Sbjct 119  AGGGGGATGGGAGTCCCTIGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGGACATCCTTC 178

Query 261 TGTCCAATGCACCACTTGGGCCTCAATTTCCCTTCACAGGGGTGGATGACCGGGAGTCGT 320

R RN
Sbjct 179  TGTCCAGTGCACCATTTGGGCCACAATTCCCTTTCACAGGGGTGGACGACAGGGAATCCT 238

Query 321 GGCCTTCCGTCTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAACT 380

R R RN
Sbjct 239  GGCCCTCCGTCTTTTATAACAGAACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAGCT 298

Query 381 GTGGAAACTGCAAGTTTGGCTTTTGGGGACCAAACTGCACAGAGAGACGACTCTTGGTGA 440

RN R e R R
Sbjct 299  GTGGACGTTGCAAGTTTGGATACTGGGGACCAAACTGCACACAGAAAAGAGTCTTGGTGA 358

Query 441 GAAGAAACATCTTCGATTTGAGTGCCCCAGAGAAGGACAAATTTTTTGCCTACCTCACTT 500

FErrrrrrrrerrrrrrerrrrer e e e e e e b e
Sbjct 359  GAAGAAACATCTTCGATTTGAGTGTCCCAGAGAAGGACAAGTTCCTCGCCTACCTCACTT 418

Query 501 TAGCAAAGCATACCATCAGCTCAGACTATGTCATCCCCATAGGGACCTATGGCCARAATGA 560

FErrrrrrrrerrrrrrer rerrr e e e b e e e
Sbjct 419  TAGCAAAGCATACCATCAGTGCAGACTATGTCATCCCGACAGGCACGTATGGCCAAATGA 478

Query 561 AAAATGGATCAACACCCATGTTTAACGACATCAATATTTATGACCTCTTTGTCTGGATGC 620

Forrrrrrrerr rerrrrrrererer ot P e e e e e
Sbjct 479  AGAACGGATCAACCCCCATGTTTAACGATGTTAACGTTTATGACCTCTTTGTCTGGATGC 538

Query 621 ATTATTATGTGTCAATGGATGCACTGCTTGGGGGATCTGAAATCTGGAGAGACATTGATT 680

R e e R RN
Sbjct 539  ATTACTATGTGTCAAGAGACACACIGCTTGGGGGGTCTGAAATATGGAGAGACATIGATT 598
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Query

Sbjct

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

599

741

801

719

861

779

898

1040

1100

1018

1160

1078

1220

1138

1280

1198

1340

1258

1400

1318

1460

1378

1520

1438

1580

1498

1640

1558

1697

1618

TTGCCCATGAAGCACCAGCTTTTCTGCCTTGGCATAGACTCTTCTTGTTGCGGTGGGAAC

FErrrrrrerrrrrrer e rrrrrrrr e e e rerr et e
TTGCCCATGAAGCACCAGGTTTCCTGCCTTGGCATAGACTTTTCTTGCTTCTGTGGGAAG

AAGAAATCCAGAAGCTGACAGGAGATGAAAACTTCACTATTCCATATTGGGACTGGCGGG

L e e e O O O O O O
AAGATATCCGGGAGCTTACAGGGGATGAGAACTTCACTATTCCATACTGGGACTGGCGAG

ATGCAGAAAAGTGTGACATTTGCACAGATGAGTACATGGGAGGTCAGCACCCCACAAATC

FEEE e L L O
ATGCGGAAAGCTGTGACATTTGCACAGACGAGTACATGGGAGGTCGGCACCCTACAAGCC

CTAACTTACTCAGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTTGGCAGATTGTCTGTAGCCGATTGG

FEErr bt rr e rrrr e e e e e e e e e rrr e
CTAACCTGCTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTGGCAGATTGTATGCAGCCGACTGG

AGGAGTACAACAGCCATCAGTCTTTATGCAATGG-AACGCCCGAGGGACCTTTACGGCGT

R e e A R RN R
AGGAATATAACAGCCGTCAGGCTTTATGTGATGGGAAC-CCTGAGGGACCTTTACTTCGT

AATCCTGGAAACCATGACAAATCCAGAACCCCAAGGCTCCCCTCTTCAGCTGATGTAGAA

CErrrrrrer rerrrrrrrt reer rer e rrrrr e e rrr e e
AATCCTGGAAGCCATGACAAAGCCAGGACCTCGAGGCTCCCCTCCTCAGCTGATGTGGAA

TTTTGCCTGAGTTTGACCCAATATGAATCTGGTTCCATGGATAAAGCTGCCAATTTCAGC

R R R e R RN
TTTTGCCTGAGTTTGACGCAGTATGAATCTGGCCCCATGGATAAAACTGCCAATTTCAGC

TTTAGAAATACACTGGAAGGATTTGCTAGTCCACTTACTGGGATAGCGGATGCCTCTCAA

R N R e R AR
TTTAGAAATACATTGGAAGGATTTGCTAGCCCCATTACCGGAATCGCAGATGCCTCACAA

AGCAGCATGCACAATGCCTTGCACATCTATATGAATGGAACAATGTCCCAGGTACAGGGA

FCEEEEErrrr e rerr e e e e e rrert e e et
AGCAGCATGCACAATGCTTTGCACATCTATATGAACGGAACCATGTCCCAAGTACAAGGA

TCTGCCAACGATCCTATCTTCCTTCTTCACCATGCATTTGTTGACAGTATTTTTGAGCAG

R e e N
TCGGCCAACGATCCCATTTTTCTTCTTCATCATGCCTTTGT TGACAGEATTTTTGAACAG

TGGCTCCGAAGGCACCGTCCTCTTCAAGAAGTTTATCCAGAAGCCAATGCACCCATTGGA

R e R N R R R R R R R R RN
TGGCTCCGAAGGCACCGCCCACTTCAGGAAGTTTATCCGGAAGCAAATGCACCCATCGGG

CATAACCGGGAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTGTACAGAAATGGTGATTTCTTT

FEEEErrrrre rrrrr e e e e e e e et e e e
CATAACCGGGAGTCCTACATGGTTCCTTTTATACCTCTCTACAAAAATGGTGATTTCTTT

ATTTCATCCAAAGATCTGGGCTATGACTATAGCTATCTACAAGATTCAGACCCAGACTCT

N R
GTGTCATCGAGAGATCTAGGCTATGAATACAGCTACCTACAAGATTCAGATCTAAGCTTC

TTTCAAGACTACATTAAGTCCTATTTGGAACAAGCGAGTCGGATCTGGTCATGGCTCCTT

R e e R N R e e e .
TTTCAAAACTACATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCACGTCGGATCTGGCCGTGGCTGGTC

GGGGCGGCGATGGTAGGGGCCGTCCTCACTGCCCTGCTGGCAGGGCTTGTGAGCTTGCTG

e R LErr e LI
GGAGCAGCCTTGGTAGGAGCCGCCCTCGCTGCGTCACTGGTGGGGTTTACCAACCTACTG

TGTCGTCACAAGAGAAAGCAGCTTCCTGAAGAAAAGCAGCCACTCCTCATGGAGAAAGAG

R R R e e AR
TGCCGTCACAAGAGGAAGCAGCTCCCCGAGGAAAGGCAGCCGTTGCTCATGGAAAAGGAG

GATTACCACAGC==-TTGTATCAGAGCCATTTATAAAAGGCTTAGGCAATAGAGTAGGGC

L Trrrd R R R R N
GACTACAACAGCTTATTGTACCAAAGCCATTTGTAAAAGGCACAAGCAGTAGAGTGGGAC

CAAAAAGCCTGACCTCACTCTAACTCAAAGTAATGTCCAGGTTCCC 1742

N N A ennEeEN
CAGAACACATGTCCTCACTGTAACTCAGAGTGCTGTGCGGGTTCCC 1663
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740

658

800

718

778

920

838

979

1039

957

1099

1017

1159

1077

1219

1137

1279

1197

1339

1257

1399

1317

1459

1377

1519

1437

1579

1497

1639

1557

1696

1617



6. BLAST — ¢loveék - mys
o Query: Homo sapiens tyrosinase (TYR), mRNA (NM_000372.4)

o Subject: Mus musculus mRNA for tyrosinase, complete cds (D00440.1)

Posledni, Sesty alignment porovnavd mRNA TYR u clovéka ¢. NM_000372.4
(Query) a kompletni kddujici sekvenci Tyr u mysi ¢. D00440.1 (Subject). Podobné jako
u ptedchoziho patého alignmentu ¢loveka a Cincily i mysi a Cincily je vysledkem jedna
oblast (Range 1) shodna z 84 %, kde bylo vloZeno celkem 21 mezer (16 u ¢lovéka, 5
U mysi). Oblast je sumarizaci vSech pét exont jdoucich po sob¢ a kazda baze zahajujici

dalsi exon je oznacena zeleng.

Range 1: 3 to 1657

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
1559 bits(493) 0.0 1391/1659(84%) 21/1659(1%) Plus/Plus
Query 25 AGAAATCTGTGACTCCAATTAGCCAGTTCCTGCAGACCTTGTGAGGA-CTAGAGGA-AGA 82
L e e I O O I A O
Sbjct 3 AGAAGTCTGTGACACTCATTAACCTATTGGTGCAGATTTTGT-ATGATCTAAAGGAGAAA 61
Query 83 BATGCTCCTGGCTGTTTTGTACTGCCTGCTGTGGAGTTTCCAGACCTCCGCTGGCCATTTC 142
e e R
Sbjct 62 ATGTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCCTTCTGTGGAGTTTCCAGATCTCTGATGGCCATTTT 121

Query 143  CCTAGAGCCTGTGTCTCCTCTAAGAACCTGATGGAGAAGGAATGCTGTCCACCGTGGAGC 202
R R R e R RN
Sbjct 122  CCTCGAGCCTGTGCCTCCTCTAAGAACTTGTTGGCAAAAGAATGCTGCCCACCATGGATG 181

Query 203  GGGGACAGGAGTCCCTGTGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGAATATCCTTCIG 262
N N T rEEEEEEEN
Sbjct 182  GGTGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGCCAGGATATCCTTCTG 241

Query 263 TCCAATGCACCACTTGGGCCTCAATTTCCCTTCACAGGGGTGGATGACCGGGAGTCGTGG 322
L e e e O O O O O O O O O O O O e N N N N
Sbjct 242 TCCAGTGCACCATCTGGACCTCAGTTCCCCTTCAAAGGGGTGGATGACCGTGAGTCCTGG 301

Query 323  CCTTCCGTCTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAACTGT 382
e N N R
Sbjct 302  CCCTCTGTGTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTGC 361

Query 383 GGAAACTGCAAGTTTGGCTTTTGGGGACCAAACTGCACAGAGAGACGACTCTTGGTGAGA 442

R e e
Sbjct 362  GGAARACTGTAAGTTTGGATTTGGGGGCCCAAATTGTACAGAGAAGCGAGTCTTIGATTAGA 421

Query 443 AGAAACATCTTCGATTTGAGTGCCCCAGAGAAGGACAAATTTTTTGCCTACCTCACTTTA 502

R R e N I e
Sbjct 422  AGAARACATTTITGATTTGAGTGTCTCCGAAAAGAATAAGTTCTTTICTTACCICACTTTA 481

Query 503 GCAAAGCATACCATCAGCTCAGACTATGTCATCCCCATAGGGACCTATGGCCAAATGAAA 562

R R R A R RN
Sbjct 482  GCAAAACATACTATCAGCTCAGTCTATGTCATCCCCACAGGCACCTATGGCCAAATGAAC 541

Query 563 AATGGATCAACACCCATGTTTAACGACATCAATATTTATGACCTCTTTGTCTGGATGCAT 622

R R e e A RN
Sbjct 542  AATGGGTCAACACCCATGTTTAATGATATCAACATCTACGACCTCITTGTATGGATGCAT 601

Query 623 TATTATGTGTCAATGGATGCACTGCTTGGGGGATCTGAAATCTGGAGAGACATTGATTTIT 682

e vt e e e e e b
Sbjct 602  TACTATGTGTCAAGGGACACACTGCTTGGGGGCTCTGAAATATGGAGGGACATTGATTTT 661
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Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbijct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbijct
Query

Sbijct

662

743

722

802

781

862

841

961

1042

1021

1102

1081

1162

1141

1222

1201

1282

1261

1342

1321

1402

1381

1462

1440

1521

1500

1580

1559

1631

1619

GCCCATGAAGCACCAGCTTTTCTGCCTTGGCATAGACTCTTCTTGTTGCGGTGGGAACAA

FErrrrrrrrrrreerrrrrrr e e rrrr e rr e ERERREN
GCCCATGAAGCACCAGGGTTTCTGCCTTGGCACAGACTTTTCTTGTTATTGTGGGAACAA

GAAATCC-AGAAGCTGACAGGAGATGAAAACTTCACTATTCCATATTGGGACTGGCGGGA

R R e e e R R
GAAATTCGAGAA-CTAACTGGGGATGAGAACTTCACTGTTCCATACTGGGATTGGAGAGA

TGCAGAAAAGTGTGACATTTGCACAGATGAGTACATGGGAGGTCAGCACCCCACAAATCC

FEEErrrer trrrrrr e e e e e e e rer et rr rri LT
TGCAGAAAACTGTGACATTTGCACAGATGAGTACTTGGGAGGTCGTCACCCTGAAAATCC

TAACTTACTCAGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTTGGCAGATTGTCTGTAGCCGATTGGA

L e O O O O
TAACTTACTCAGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAGATCATTTGTAGCAGATCAGA

GGAGTACAACAGCCATCAGTCTTTATGCAATGGAACGCCCGAGGGACCTTTACGGCGTAA

L e O O O O A [
AGAGTATAATAGCCATCAGGTTTTATGCGATGGAACACCTGAGGGACCACTATTACGTAA

TCCTGGAAACCATGACAAATCCAGAACCCCAAGGCTCCCCTCTTCAGCTGATGTAGAATT

R N
TCCTGGAAACCATGACAAAGCCAAAACCCCCAGGCTCCCATCTTCAGCAGATGTGGAATT

TTGCCTGAGTTTGACCCAATATGAATCTGGTTCCATGGATAAAGCTGCCAATTTCAGCTT

FLerrrrrerrrrrrrr e rerrrrrrerr re rerr et e
TTGTCTGAGTTTGACCCAGTATGAATCTGGATCAATGGATAGAACTGCCAATTTCAGCTT

TAGAAATACACTGGAAGGATTTGCTAGTCCACTTACTGGGATAGCGGATGCCTCTCAAAG

R R R R R R N R R R R
TAGAAACACACTGGAAGEATTTGCCAGTCCACTCACAGGGATAGCAGATCCTTCTCAAAG

CAGCATGCACAATGCCTTGCACATCTATATGAATGGAACAATGTCCCAGGTACAGGGATC

Frrrrrrrerrerrrer e rert rrrrr e e e e e e rr e e
TAGCATGCACAATGCCTTACATATCTTTATGAATGGAACAATGTCCCAAGTACAGGGATC

TGCCAACGATCCTATCTTCCTTCTTCACCATGCATTTGTTGACAGEATTTTTGAGCAGTG

R R RN AR
GGCCAACGATCCCATTTTTCTTCTTCACCATGCTTTTGTGGACAGEATTTTTGAACAATG

GCTCCGAAGGCACCGTCCTCTTCAAGAAGTTTATCCAGAAGCCAATGCACCCATTGGACA

FEE TP rrrrrd FEEEEErE rrrrrr e e e e e il
GCTGCGAAGGCACCGCCCTCTTTTGGAAGTTTACCCAGAAGCCAATGCACCTATCGGCCA

TAACCGGGAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTGTACAGAAATGGTGATTTCTTTAT

I e e e RN
TAACAGAGACTCTTACATGGTTCCTTTCATACCGCTCTATAGAAATGGTGATTTCTTCAT

TTCATCCAAAGATCTGGGCTATGACTATAGCTATCTACAAGATTCAGACCCAGACTCTTT

R AN e
AACATCCAAGGATCTGGGATATGACTACAGCTACCTCCAAGAGTCAGATCCAGGCT=TTT

TCA-AGACTACATTAAGTCCTATTTGGAACAAGCGAGTCGGATCTGGTCATGGCTCCTTG

R N nE e
ACAGARATTATATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCCAGTCGTATCTGGCCATGGCTTCTTG

GGGCGGCGATGGTAGGGGCCGTCCTCACTGCC=CTGCTGGCAGGGCTTGTGAGCTTGCTG

R e e e e R RN Il 1]
GGGCAGCACTGGTGGGAGCTGTTATTGCTGCAGCT=CTCTCTGGGCTTAGCAGTAGGCTA

TGTCGTCACAAGA-GAA-A-GCAG--=-CTTCCTGAAGA--AAA-GCAGCCACTCCTCATG

e A R R R
TGCCTTCAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGCAACCCCAGGAGGAAAGGCAGCCACTCCTCATG

GAGAAAGAGGATTACCACAGCTTG-T--ATCAGAGCCATTTATA 1672

R R A R .
GACAAAGACGACTACCACAGCTTGCTGTATCAGAGCCATCTGGA 1669
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1080
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1140
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1341

1320

1401

1380

1461

1439

1520

1499

1579

1558

1630

1618



Na zavér porovnavani sekvenci genu TYR bylo provedeno vicenasobné srovnani
(multiple sequence alignment) kodujicich sekvenci (MRNA) vsech tfi zkoumanych
druhtt pomoci programu Clustal Omega pro zndzornéni podobnosti. Horni linie je
sekvence ¢loveéka, prostiedni mySi a spodni ¢inéily. Vlastni alignment je uveden nize.
Hvézdicky pod bazemi znazorfiuji uplnou shodu. Mizeme vidét, ze shoda opravdu
zacina startovacim kodonem AUG prvniho exonu u vSech tii druht a pokracuje dal§imi
péti po sob& jdoucimi exony. Zelend je vzdy ozna¢ena prvni baze daliiho exonu. Usek
oznaceny Sed¢ odpovidd mistu s nizkou shodou u mysi a je vyznaCeno jiz vyse
v alignmentu ¢. 3. Koncovy usek alignmentu je uveden Sedymi pismeny, protoze se
jedna o nekddujici oblast patého exonu ¢loveéka a mysi a pravdépodobné i ¢incily. Déle
jsou v sekvencich ¢lovéka a mySi vyznaCeny mutace souvisejici se zbarvenim ¢i
pigmentaci, které jsou uvedeny v tabulkach a piilohach v této praci. Modfe jsou
oznaceny delece (posunuti ¢teciho ramce), riizoveé inzerce (posunuti ¢teciho ramce)
a ostatni mutace, kde dochazi k substituci bazi, zluté. U ¢incily vinaté mutace zatim

nikdo nezkoumal, takze jeji sekvence je bez vyznaceni, ale na zakladé¢ podobnosti

sekvenci Ize usuzovat, ze nékteré mohou byt shodné.

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment

gi]542130633|gb|KC201588.1 |
gi1220626|dbj|D00440.1 |MUSTYR2
gi|918587570 | ref|XM 005379730.2]

gi|542130633|gb|KC201588.1|
gi|220626|dbj|D00440.1 |MUSTYR2
gi|918587570 | ref|XM 005379730.2]

gi|542130633|gb|KC201588.1|
gi|220626|dbj|D00440.1 |MUSTYR2
gi 918587570 | ref|XM 005379730.2]

gi|542130633|gb|KC201588.1|
gi|220626|dbj|D00440.1 |MUSTYR2
gi 918587570 | ref|XM 005379730.2]

gi 1542130633 |gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj [D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref|XM 005379730.2 |

gi 1542130633 |gb|KC201588.1|
gi1220626|dbj [D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref|XM 005379730.2 |

gi 1542130633 |gb|KC201588.1 |
gi1220626|dbj [D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref|XM 005379730.2 |

-ATGCTCCTGGCTGTTTTGTACTGCCTGCTGTGGAGTTTCCAGACCTCCGCTGGCCATTT
AATGTTCTTGGCTGTTTTGTATTGCCTTCTGTGGAGTTTCCAGATCTCTGATGGCCATTT
—-ATGATCCTGGCTGTTTTGTTCTTTCTCCTGTGCAGTTTCCAGACCTCCGCCGGCCATTT

KkhkKk KKk Khkhkhhkhkhkhkhkhkhko K* Kk KKkKkKkK KhkkkKhkhkhKhkhk Kkhk Kk KA KKK KKK

CCCTAGAGCCTGTGTCTCCTCTAAGAACCTGATGGAGAAGGAATGCTGTCCACCGTGGAG
TCCTCGAGCCTGTGCCTCCTCTAAGAACTTGTTGGCAAAAGAATGCTGCCCACCATGGAT
CCCCCGAGCTTGCACGTCTCTTCGGAACCTGATAGAGAAGGAATGCTGCCCGCCGTGGAA

* * Kk kK kK * k * KAk kK kk ek K Kk kKKK KAKAK kk kk kokokok

CGGGGACAGGAGTCCCTGTGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGAATATCCTTCT
GGGTGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGCCAGGATATCCTTCT
GGGGGATGGGAGTCCCTGCGGCCAGCTTTCAGGCAGAGGTTCCTGTCAGGACATCCTTCT

*k Kk Kk Kohkkhkkkhhhkhk hhkhkhhkhhhkhkhkhkAhkAAAAAA A Ak kkkk Khhkk Kk khkkkhkkx

GTCCAATGCACCACTTGGGCCTCAATTTCCCTTCACAGGGGTGGATGACCGGGAGTCGTG
GTCCAGTGCACCATCTGGACCTCAGTTCCCCTTCAAAGGGGTGGATGACCGTGAGTCCTG
GTCCAGTGCACCATTTGGGCCACAATTCCCTTTCACAGGGGTGGACGACAGGGAATCCTG

Kok ok ok ok kokokokokokk Khkk kkekk kk kk hhkkhk hhkhkhkkhhhkkhkk khkk Kk Ak Kk KKk

GCCTTCCGTCTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCITGGGATTCAACTG
GCCCTCTGTGTTTTATAATAGGACCTGCCAGTGCTCAGGCAACTTCATGGGTTTCAACTG
GCCCTCCGTCTTTTATAACAGAACCTGCCAGTGCTCTGGCAACTTCATGGGATTCAGCTG

Khkk hkhk hk hkkkhkhkk hk AAAAAKAAAAKRAAA K s khhkhhkkkhkhhk o khkk  *kkx

TGGAAACTGCAAGTTTGGCTTTTGGGGACCAAACTGCACAGAGAGACGACTCTTGGTGAG
CGGAAACTGTAAGTTTGGATTTGGGGGCCCAAATTGTACAGAGAAGCGAGTCTTGATTAG
TGGACGTTGCAAGTTTGGATACTGGGGACCAAACTGCACACAGAAAAGAGTCTTGGTGAG

* kK Kk kA KkKKKAKK K. Kkhkkk Khhkkkhk Kkk khkk Khkk Kk kkkkk Kk Kk

AAGAAACATCTTCGATTTGAGTGCCCCAGAGAAGGACAAATTTTTTGCCTACCTCACTTT
AAGAAACATTTTTGATTTGAGTGTCTCCGAAAAGAATAAGTTCTTTTCTTACCTCACTTT
AAGAAACATCTTCGATTTGAGTGTCCCAGAGAAGGACAAGTTCCTCGCCTACCTCACTTT

Kkhkkhkhkhhkhkh Khkhk hhkhhkhhkkhkkk * K Kk kkk Kk Kkk _ Kkk * kKK kK k ok kkkk ok

66



gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj |D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi1220626|dbj [D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj |D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

911542130633 |gb|KC201588.1|
gi|220626|dbj |D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref|XM 005379730.2 |

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
9i1220626|db3|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1|
9i1220626|dbj|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
911220626 |dbj|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1|
911220626 |dbj|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1|
911220626 |dbj|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1|
9i1220626|dbj|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
911220626 |dbj|D00440 .1 |MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
911220626 |dbj|D00440 .1 |MUSTYR2
911918587570 | ref |XM 005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
911220626 |dbj|D00440.1|MUSTYR2
911918587570 | ref|XM 005379730.2|

gi]542130633|gb|KC201588.1|
gi|220626|dbj|D00440.1 |MUSTYR2
gi|918587570 | ref|XM 005379730.2]

gi]542130633|gb|KC201588.1
gi|220626|dbj|D00440.1 |MUSTYR2
gi|918587570 | ref|XM 005379730.2]

9i1542130633|gb|KC201588.1 |
gi1220626|dbj |D00440.1 | MUSTYR2
911918587570 | ref|XM 005379730.2 |

AGCAAAGCATACCATCAGCTCAGACTATGTCATCCCCATAGGGACCTATGGCCAAATGAA
AGCAAAACATACTATCAGCTCAGTCTATGTCATCCCCACAGGCACCTATGGCCAAATGAA
AGCAAAGCATACCATCAGTGCAGACTATGTCATCCCGACAGGCACGTATGGCCAAATGAA

Kkhkkkhkhkh Khhkhkkhk Kkhkkkk Khkkohkhhhkhhkhkhkhkhkhkhk * khkk *k AAAAAAAAA Kk kK k

AAATGGATCAACACCCATGTTTAACGACATCAATATTTATGACCTCTTTGTCTGGATGCA
CAATGGGTCAACACCCATGTTTAATGATATCAACATCTACGACCTCTTTGTATGGATGCA
GAACGGATCAACCCCCATGTTTAACGATGTTAACGTTTATGACCTCTTTGTCTGGATGCA

Kk KKk Kkkkhkkkh Khhkhkhkkhkhkhkkhkkhkk kK * kK Kk kk kkkhkhkAAAAAKR KAkKKK Kk K

TTATTATGTGTCAATGGATGCACTGCTTGGGGGATCTGAAATCTGGAGAGACATTGATTT
TTACTATGTGTCAAGGGACACACTGCTTGGGGGCTCTGAAATATGGAGGGACATTGATTT
TTACTATGTGTCAAGAGACACACTGCTTGGGGGGTCTGAAATATGGAGAGACATTGATTT

Kk hkk Kk kKhkhkhkKhkk ** Khkkkhhhhhhhkhkhk Khhhkhhhhkk *khkhkhkk KAAAAkAkkxk*

TGCCCATGAAGCACCAGCTTTTCTGCCTTGGCATAGACTCTTCTTGTTGCGGTGGGAACA
TGCCCATGAAGCACCAGGGTTTCTGCCTTGGCACAGACTTTTCTTGTTATTGTGGGAACA
TGCCCATGAAGCACCAGGTTTCCTGCCTTGGCATAGACTTTTCTTGCTTCTGTGGGAAGA

Kk kkkhkhkhkkhkKhk kK Kk Kkk kkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkk khkkkk Krkrkkkkx K Kk kK KhKkKk K

AGAAATCCAGAAGCTGACAGGAGATGAAAACTTCACTATTCCATATTGGGACTGGCGGGA
AGAAATTCGAGAACTAACTGGGGATGAGAACTTCACTGTTCCATACTGGGATTGGAGAGA
AGATATCCGGGAGCTTACAGGGGATGAGAACTTCACTATTCCATACTGGGACTGGCGAGA

KKkKk kK K Kk kk kkekk Kkhkhkkhkk KAAKKKAAKRK KAAAKAKkk* KFkkhkhk K*khkk Kk Kkk

TGCAGAAAAGTGTGACATTTGCACAGATGAGTACATGGGAGGTCAGCACCCCACAAATCC
TGCAGAAAACTGTGACATTTGCACAGATGAGTACTTGGGAGGTCGTCACCCTGAAAATCC
TGCGGAAAGCTGTGACATTTGCACAGACGAGTACATGGGAGGTCGGCACCCTACAAGCCC

Kk KkKk KKKk hkkkhhkhkhhhkhhkhAkrAAhA*x KAAAhk kK ek hhhkhkhkxxk Kk kKK ** **

TAACTTACTCAGCCCAGCATCATTCTTCTCCTCTTGGCAG
TAACTTACTCAGCCCAGCATCCTTCTTCTCCTCCTGGCAGATCATTTGTAGCAGATCAGA
TAACCTGCTCAGCCCAGCATCGTTCTTCTCCTCTTGGCAGATTGTATGCAGCCGACTGGA

Khkkkh K Khhkkhkhkhkkhkkhhhkhhhhk KAXAAAAAAAKRK KK Kk* %% K* Kk Kk KKK KK * %

TTGTCTGTAGCCGATTGGA

GGAGTACAACAGCCATCAGTCTTTATGCAATGGAACGCCCGAGGGACCTTTACGGCGTAA
AGAGTATAATAGCCATCAGGTTTTATGCGATGGAACACCTGAGGGACCACTATTACGTAA
GGAATATAACAGCCGTCAGGCTTTATGTGATGGGAACCCTGAGGGACCTTTACTTCGTAA

Kk kk kk kokokok kokokok KKKk KKK *kKk kK KKk kkkkkhkhkhk o Kk Kk KKK

TCCTGGAAACCATGACAAATCCAGAAECCCAAGGCTCCCCTCTTCAGCTGATGTAGAATT
TCCTGGAAACCATGACAAAGCCAAAACCCCCAGGCTCCCATCTTCAGCAGATGTGGAATT
TCCTGGAAGCCATGACAAAGCCAGGACCTCGAGGCTCCCCTCCTCAGCTGATGTGGAATT

Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kok ok ok ok ok ok KhkKk K KkkkkkhkhKh kK Khhhhkkhkohkkhkhkk KAKXKK

TTGCCTGAGTTTGACCCAATATGAATCTGGTTCCATGGATAAAGCTGCCAATTTCAGCTT
TTGTCTGAGTTTGACCCAGTATGAATCTGGATCAATGGATAGAACTGCCAATTTCAGCTT
TTGCCTGAGTTTGACGCAGTATGAATCTGGCCCCATGGATAAAACTGCCAATTTCAGCTT

Kkhkk Khkhkhkhkhkhkhkhkhkh *k *AhkAAAAKXAX* K Kk kkkkhkkhkk kK KAKKKKKKK KK KK KKK

TAGAAATACACTGGAAGGATTTGCTAGTCCACTTACTGGGATAGCGGATGCCTCTCAAAG
TAGAAACACACTGGAAGEATTTGCCAGTCCACTCACAGGGATAGCAGATCCTTCTCAAAG
TAGAAATACATTGGAAGEBATTTGCTAGCCCCATTACCGGAATCGCAGATGCCTCACAAAG

Kok kkokk kkok kkkkkkkkkkkrkk kk kK Kk Kk KKk Kk Kk Kkk Kk Khkekkkkk

CAGCATGCACAATGCCTTGCACATCTATATGAATGGAACAATGTCCCAGGTACAGGGATC
TAGCATGCACAATGCCTTACATATCTTTATGAATGGAACAATGTCCCAAGTACAGGGATC
CAGCATGCACAATGCTTTGCACATCTATATGAACGGAACCATGTCCCAAGTACAAGGATC

KhkKkkKhhhhhhhhhk Kk *k hhkhkkeskAkArkhk* Hkkhkkhk *hhkhkkhkhkhhkk *Akk*x*x *AAXX**¥

TGCCAACGATCCTATCTTCCTICTTCACCATGCATTTGTTGACAGEATTTTTGAGCAGTG
GGCCAACGATCCCATTTTTCTTCTTCACCATGCTTTTGTGGACAGEATTTTTGAACAATG
GGCCAACGATCCCATTTTTCTTCTTCATCATGCCTTTGTTGACAGEATTTTTGAACAGTG

KhkkkKhhhkhK kK Khk K khk Khhhkhkhkhkhk* KAArAhk*x KAKA*A* * kkkhkhkhrkhkhkhhkhkhkh **k **

GCTCCGAAGGCACCGTCCTCTTCAAGAAGTTTATCCAGAAGCCAATGCACCCATTGGACA
GCTGCGAAGGCACCGCCCTCTTTTGGAAGTTTACCCAGAAGCCAATGCACCTATCGGCCA
GCTCCGAAGGCACCGCCCACTTCAGGAAGTTTATCCGGAAGCAAATGCACCCATCGGGCA

Kkhkk Khkhhhhhhhkhkh Khkhkeoekkhkk o« KAKKAA*XKx * % *hkkhkhkx *kAkAkAk*A*x*x* *% **% *%

TAACCGGGAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTGTACAGAAATGGTGATTTCTTTAT
TAACAGAGACTCTTACATGGTTCCTTTCATACCGCTCTATAGAAATGGTGATTTCTTCAT
TAACCGGGAGTCCTACATGGTTCCTTTTATACCTCTCTACAAAAATGGTGATTTCTTTGT

KkhkhkKh K KhKhk Khkhk KhhhkhhkhkhkhkhkArAAAk*x KAAAX*x **% **% * Fhkkhdkhkhkhhhhkhkhkkkk *

TTCATCCAAAGATCTGGGCTATGACTATAGCTATCTACAAGATTCAGACCCAGACTCTTT
AACATCCAAGGATCTGGGATATGACTACAGCTACCTCCAAGAGTCAGATCCAGGCTTTTA
GTCATCGAGAGATCTAGGCTATGAATACAGCTACCTACAAGATTCAGATCTAAGCTTCTT

ckkKkKk Kk KkhkkkhkKh Khhk Kkhhkhkk kk KAkAKk*k K%k *kkkk khkxk*kk * * * % * .
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gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj |D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj [D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj |D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

gi1542130633|gb|KC201588.1 |
gi|220626|dbj |D00440.1 |MUSTYR2
911918587570 | ref | XM _005379730.2

TCAAGACTACATTAAGTCCTATTTGGAACAAGCGAGTCGGATCTGGTCATGGCTCCTTGG
CAGAAATTATATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCCAGTCGTATCTGGCCATGGCTTCTTGG
TCAAAACTACATTGAGCCTTACTTGGAACAAGCACGTCGGATCTGGCCGTGGCTGGTCGG

*k ok kK kKK Kk Kk Kk kkkkkkkkhkkKk Khkkk Khhkkhkhkkhk Kk Khhkkkk * Kk

GGCGGCGATGGTAGGGGCCGTCCTCACTGCCCTGCTGGCAGGGCTTGTGAGCTTGCTGTG
GGCAGCACTGGTGGGAGCTGTTATTGCTGCAGCTCTCTCTGGGCTTAGCAGTAGGCTATG
AGCAGCCTTGGTAGGAGCCGCCCTCGCTGCGTCACTGGTGGGGTTTACCAACCTACTGTG

kK KK KkkKk kK Kkk K * * kK Kk ** KKKk KK * Kk KK

TEGTCACAA ————————— GAGAAAGCAGCTTCCTGAAGAAAAGCAGCCACTCCTCATGGA
CCTTCAGAAGAAGAAGAAGAAGAAGCAACCCCAGGAGGAAAGGCAGCCACTCCTCATGGA
CCGTCACAA--—————-—- GAGGAAGCAGCTCCCCGAGGAAAGGCAGCCGTTGCTCATGGA

Kk kKK KK * % Kk KKK K * kk Kkkkk Kk khkkkhk Kk Kk ok kK kKK

GAAAGAGGATTACCACAGCTT ---GTATCAGAGCCATTTATAAAAGGCTTAGGCAATAGA
CAAAGACGACTACCACAGCTTGCTGTATCAGAGCCATCTGTGAACATCCTAGGAAACAGA
AAAGGAGGACTACAACAGCTTATTGTACCAAAGCCATTTGTAAAAGGCA AGTAGA

Kk KKk Kk kkk Khhkkkhkkkhk KhkKk Kk _Kkhkkhkkkk *k Kk KKk * * Kk ok * kK
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5.2 Studium sekvenci dopachrom tautomerazy/tyrosin-piibuzného
proteinu 2 (DCT/TYRP2)

Dopachrom tautomeraza je tyrosinu piibuzny protein a zdroveinn blizky gen, se
kterym je provazan a ovliviiuji se navzajem spolecné s tyrosinu ptibuznym proteinem 1.
Timto patii do skupiny genl s nejvétsim vlivem na melanogenezi. Mutace na jeho
lokusech se vSak ve fenotypu projevuji jen u mysi, u ¢lovéka neni vliv na pigmentaci
zndm. DCT u c¢loveéka lezi dle NCBI na 13. chromozomu s lokaci na pozici
NC_000013.11 (94437304..94550265, complement) a obsahuje 8 exont. U mysi leZi na
14. chromozomu slokaci na pozici NC_000080.6 (118012790..118052323,
komplement) a obsahuje také 8 exoni. U ¢incily je chromozom neznamy a misto lokace
pouze odhadnuto na genomovou pozici NW_004955404.1 (15359402..15395556). Jisté
vSak je, Ze obsahuje 8 exonl. Pro alignmenty jsou pouzivany sekvence mRNA DCT,
u ¢incily usek genomu s pravdépodobnym vyskytem tohoto genu a predikovand mRNA
Dct. Jako v piedchozi kapitole u kazdého alignmentu oznacuje Query horni linii
porovnani a Subject dolni linii se sekvenci, kterd je pfifazovana k prvni. Na zacatku

jednotlivych srovnani je uvedeno ¢islo dané sekvence pro prehlednost.

1. BLAST — ¢incila — ¢indila
o Query: Chinchila lanigera predicted dopachrome tautomerase (Dct), mRNA

(XM_005374234.1)
o Subject: Chinchilla lanigera isolate Chin_1 unplaced genomic scaffold, ChiLan1.0

scaffold00003, whole genome shotgun sequence (NW _004955404.1)

Prvni alignment v této ¢asti prace porovnava predikovanou mRNA Dct u ¢incily

¢. XM _005374234.1 (Query) a usek celogenomového skenu ¢. NW_004955404.1,
kde se dle NCBI pravdépodobné nachazi Dct (Subject). Vysledkem je 8 kratkych tsekt
fazenych sestupné dle velikosti, resp. poctu bazi, coz potvrzuje skutecnost, ze gen Dct
u ¢incily opravdu obsahuje 8 exonti. Po prostudovani bylo na zéklad¢ podobnosti s Dct
u mysi zjisténo, Ze se jednd o vSech 8 exond a useky jim odpovidaji nésledujicim
zptisobem: Range 1 = exon 2, Range 2 = exon 1, Range 3 = exon 7, Range 4 = exon 8,
Range 5 = exon 5, Range 6 = exon 4, Range 7 = exon 6 a Range 8 = exon 3. Usek
zobrazeny malymi Sedymi pismeny Vv prvnim Useku vyhodnotil BLAST jako oblast
s nizkou shodou. V kazdém useku jsou Sedé oznacené baze, které patii do konce

pfedchoziho nebo zacatku nésledujicicho exonu (na zéklad¢é shody s exony u mysi).
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U exonu 8 (Range 4) neni jisté, zda do néj patii 4 baze TTTC. Jsou zndzornény tmavsim

odstinem $edé.
Range 1: 15368614 to 15368920 (Exon 2)

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
560 bits(303) le-158 306/307(99%) 1/307(0%) Plus/Plus
Query 291 CACEAGGAAACTTTGCTGGCTATAACTGTGGAGACTGCTGGTTCGGCTGGACTGGCCCTA 349
FECErrrrrr e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15368614 CACTAGGAAACTTTGCTGGCTATAACTGTGGAGACTGCTGGTTCGGCTGGACTGGCCCTA 15368673
Query 350 ACTGTGATCAGAGGAAACCACCCGTTGTCCGGCAGAACATCCATTCCCTGACTCCGCAGG 409

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15368674 ACTGTGATCAGAGGAAACCACCCGTTGTCCGGCAGAACATCCATTCCCTGACTCCGCAGG 15368733

Query 410 AGAGGGAGCAGTTCCTGGGTGCCTTAGATCTGGCCAAGAAGACCACACACCCTGACTACG 469

Sbjct 15368734 AGAGGGAGCAGTTCCTGGGTGCCTTAGATCTGGCCAAGAAGACCACACACCCTGACTACG 15368793

Query 470 TGATCGCCACACAGCACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGGACCCAGCCACAGATAG 529
PERREEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e r e

Sbjct 15368794 TGATCGCCACACAGCACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGGACCCAGCCACAGATAG 15368853

Query 530 CCAACTGCAGCATTTACGAtttttttGTATGGCTCCATTACTATTCTGTTAGAGACACAT 589
FETTREEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct 15368854 CCAACTGCAGCATTTACGATTTTTTTGTATGGCTCCATTACTATTCTGTTAGAGACACAT 15368913

Query 590 TATTAGG 596

LT
Sbjct 15368914 TATTAGG 15368920

Range 2: 15359402 to 15359697 (Exon 1)

Alignment statistics for match #2

Score Expect Identities Gaps Strand
546 bits(295) le-154 295/295(100%) 0/295(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGCGTTTCCTGCCTTGGGGGCTTCTGCTCGGCTGCCTGGGCTGCAGCATCTGGCCTGGA 60

FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15359402 ATGCGTTTCCTGCCTITGGGGGCTTCTGCTCGGCTGCCTGGGCTGCAGCATCTGGCCTGGA 15359461

Query 61 GCCTGGGCCCAGTTCCCCAGGGTCTGCATGACCTTAGACAGCCTGAGGAAAAAGGAGTGC 120

FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15359462 GCCTGGGCCCAGTTCCCCAGGGTCTGCATGACCTTAGACAGCCTGAGGAAAAAGGAGTGC 15359521

Query 121 TGCCCGGCCCTGGGTGTGGCGCCCGGCAATGTCTGTGGCTCCCAGGAAGGCCGGGGACAG 180

FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15359522 TGCCCGGCCCTGGGTGTGGCGCCCGGCAATGTCTGTGGCTCCCAGGAAGGCCGGGGACAG 15359581

Query 181 TGCTCAGAGGCGCGAGCAGACACCAGGCCCTGGAGTGGCCCTTACGTCCTGCGAAACCGG 240

FErrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15359582 TGCTCAGAGGCGCGAGCAGACACCAGGCCCTGGAGTGGCCCTTACGTCCTGCGAAACCGG 15359641

Query 241 GATGATCGCGAGCGGTGGCCAAGGAAGTTCTTCAACAGGACCTGCAGGTGCACAG 295

CEErrrrrrr e e et e e e e e e e e e e e
Sbjct 15359642 GATGATCGCGAGCGGTGGCCAAGGAAGTTCTTCAACAGGACCTGCAGGTGCACAG 15359696

Range 3: 15390062 to 15390264 (Exon 7)

Alignment statistics for match #3

Score Expect Identities Gaps Strand
375 bits(203) 5e-103 203/203(100%) 0/203(0%) Plus/Plus
Query 1179 GGTCCTTCACTCCTTCACTGATGGCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATACAAGCCTGC 1238

FEEEEEEEE e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15390062 GGTCCTTCACTCCTITCACTGATGGCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATACAAGCCTGC 15390121

Query 1239 TGCAGATGCCTGGCCTGAGGAGTTGGCACCCATCGGTCACAATCGAATGTATAACATGGT 1298

FEEEEEE e e et e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 15390122 TGCAGATGCCTGGCCTGAGGAGTTGGCACCCATCGGTCACAATCGAATGTATAACATGGT 15390181
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Query
Sbjct
Query

Sbjct

1299

15390182

1359

15390242

CCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTAATGAGGAACTTTTTCTAACTGCAGACCAACTTGGCTA

FEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTAATGAGGAACTTTTTCTAACTGCAGACCAACTTGGCTA

CATTTATGCTATTGATTTGCCAG 1381

FEEEEEEEEE e
CATTTATGCTATTGATTTGCCAG 15390264

Range 4: 15395354 to 15395556 (Exon 8)

Alignment statistics for match #4
Expect Identities Gaps Strand
5e-103 203/203(100%) 0/203(0%) Plus/Plus

Score
375 bits(203)
Query 1379
Sbjct 15395354
Query 1439
Sbjct 15395414
Query 1499
Sbjct 15395474
Query 1559
Sbjct 15395534

CAGTTTCAGCTGAAGAAACTCCAAGTTGGACCACAATACTCTCGGTGGTGATGGGAACAC

FEErrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTTCAGCTGAAGAAACTCCAAGTTGGACCACAATACTCTCGGTGGTGATGGGAACAC

TTGCGGCCTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGCTGATTTTCCTGCAGTACAGAAGGCTCCGCA

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TTGCGGCCTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGCTGATTTTCCTGCAGTACAGAAGGCTCCGCA

GAGGATACACACCCCTCATGGAAACTCATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCTG

FEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GAGGATACACACCCCTCATGGAAACTCATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCTG

AGGGAGCTCAGGCCATACCCTAG 1581

FEEEEEErEr et
AGGGAGCTCAGGCCATACCCTAG 15395556

Range 5: 15375368 to 15375550 (Exon 5)

Alignment statistics for match #5

Score Expect Identities Gaps Strand
339 bits(183) 7e-92 183/183(100%) 0/183(0%) Plus/Plus
Query 862 AGCTTGGATGACTACAATCACCGAGTCACCTTGTGTAATGGAACGTATGAAGGTTTGCTG
FErrrrrrrrrerrrrr e e ettt e et e e e
Sbjct 15375368 AGCTTGGATGACTACAATCACCGAGTCACCTTGTGTAATGGAACGTATGAAGGTTTGCTG
Query 922 AGAAGAAATCAAGTGGGAAGAAATAGTGAGAAGTTGCCAACCTTAAAAAACGTACAAGAT
FEEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15375428 AGAAGAAATCAAGTGGGAAGAAATAGTGAGAAGTTGCCAACCTTAAAAAACGTACAAGAT
Query 982 TGTCTGTCCCTCCAGAAGTTTGACAACCCTCCTTTCTTCCAGAACTCTACCTTCAGCTTC
FEEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 15375488 TGTCTGTCCCTCCAGAAGTTTGACAACCCTCCTTTCTTCCAGAACTCTACCTTCAGCTTC
Query 1042 AGG 1044
[
Sbjct 15375548 AGG 15375550

Range 6: 15372252 to 15372420 (Exon 4)

Alignment statistics for match #6
Expect Identities Gaps Strand
4e-84 169/169(100%) 0/169(0%) Plus/Plus

Score
313 bits(169)

Query 695
Sbjct 15372252
Query 755
Sbjct 15372312
Query 815
Sbjct 15372372

AGCGCCTCACTGGGAATGAGTCCTTCGCTTTGCCCTACTGGAATTTTGCCACTGGGAGAA

Frrrrrrrrr et r e e e e e e e e e e e
AGCGCCTCACTGGGAATGAGTCCTTCGCTTTGCCCTACTGGAATTTTGCCACTGGGAGAA

ACGAGTGTGATGTGTGCACAGACCAGCTTCTCGGGGCAGCCAGACAAGATGACCCAACTC

CErrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
ACGAGTGTGATGTGTGCACAGACCAGCTTCTCGGGGCAGCCAGACAAGATGACCCAACTC

TGATTAGTCCGAACTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAATTGTCTGTGACAG 863

FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e
TGATTAGTCCGAACTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAATTGTCTGTGACAG 15372420
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1358

15390241

1438

15395413

1498

15395473

1558

15395533

921

15375427

981

15375487

1041

15375547

754

15372311

814

15372371



Range 7: 15377096 to 15377245 (Exon 6)

Alignment statistics for match #7

Score Expect Identities Gaps Strand
261 hits(141) 2e-68 148/151(98%) 2/151(1%) Plus/Plus
Query 1038 CTTCAGGAATGCCTTGGAAGGGTTTGATAAGGCAGATGGGTTGCTGGACTCTCGAGTGGC 1097
FErrrrrrrrerrrrrererrrr e et ettt et e e
Sbjct 15377096 CTTHAGGAATGCCTTGGAAGGGTTTGATAAGGCAGATGGGTTGCTGGACTCTCGAGTGGC 15377154
Query 1098 GAACCTTCATAACTTGGTTCACTCCTTCCTGAACGGGACAAGTGCTCTGCCACATTCAGC 1157

Sbjct 15377155 GAACCTTCATAACTTGGTTCACTCCTTCCTGAACGGGACAAGTGCTCTGCCACATTCAGC 15377214
Query 1158 CGCCAATGATCCTGTTTTTGTGGTCC=TTCA 1187

N
Sbjct 15377215 CGCCAATGATCCTGTTTTTGTGGTACGTTCA 15377245

Range 8: 15371474 to 15371577 (Exon 3)

Alignment statistics for match #8

Score Expect Identities Gaps Strand
193 bits(104) 6e-48 104/104(100%) 0/104(0%) Plus/Plus
Query 593 TAGGACCAGGACGCCCCTTCAAGGCCATAGATTTCTCACACCAAGGACCTGCTTTTGTGA 652
FEETTEEEEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 15371474 TAGGACCAGGACGCCCCTTCAAGGCCATAGATTTCTCACACCAAGGACCTGCTTTTGTGA 15371533

Query 653 CCTGGCATAGATACCATTTATTGTGGCTGGAAAGAGACCTCCAG 696

Sbjct 15371534 CCTGGCATAGATACCATTTATTGTGGCTGGAAAGAGACCTCCAG 15371577

2. BLAST — mys — ¢incila
o Query: Mus musculus dopachrome tautomerase (Dct), mMRNA (NM_010024.3)

o Subject: Chinchilla lanigera isolate Chin_1 unplaced genomic scaffold, ChiLan1.0
scaffold00003, whole genome shotgun sequence (NW_004955404.1)

Druhy alignment porovnavd mRNA Dct u mysi ¢. NM_010024.3 (Query) a Usek
celogenomového skenu s pravdépodobnym vyskytem genu ¢ NW_004955404.1
u ¢incily (Subject). Vysledkem je jeden kratky usek, ktery po prostudovani odpovida
exonu 5 u mysi. Sedymi pismeny jsou oznadeny baze, které patii do predchoziho exonu
a nasledujicicho intronu. Usek je shodny z 90 %, bez zatazenych mezer a naléza se na
stejnych vldknech (Plus/Plus). V ostatnich alignmentech naSel program i ostatni exony,
neni tedy zcela jasné, pro€ v tomto porovnani nasel v genomu c¢incily pouze tento exon

odpovidajici exonu mysi.

Range 1: 15375368 to 15375550

Alignment statistics for match #1

Score Expect Identities Gaps Strand
233 bits(126) 5e-60 164/183(90%) 0/183(0%) Plus/Plus
Query 1330 AGCTTGGATGACTACAACCGCCGGGTCACACTGTGTAATGGAACCTATGAAGGTTTGCTG 1389

R e e A
Sbjct 15375368 AGCTTGGATGACTACAATCACCGAGICACCTITGTGTAATGGAACGTATGAAGGTTITGCTG 15375427
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Query 1390 AGAAGAAACAAAGTAGGCAGAAATAATGAGAAACTGCCAACCTTAAAAAATGTGCAAGAT 1449

R R R R A R R R N RN R
Sbjct 15375428 AGAAGAAATCAAGTGGGAAGAAATAGTGAGAAGTTGCCAACCTTAAAAAACGTACAAGAT 15375487

Query 1450 TGCCTGTCTCTCCAGAAGTTTGACAGCCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACCTTCAGCTTC 1509
Sbjet 15375888 TCICIGTCCCTCCAGRAGTTICACAACCCICCTTICTICCAGARCICTACCTICAGCTTC 15375547
Query 1510 AGG 1512

Sbjct 15375548 léé 15375550

3. BLAST — mys — ¢incila
o Query: Mus musculus dopachrome tautomerase (Dct), mMRNA (NM_010024.3)
o Subject: Chinchila lanigera predicted dopachrome tautomerase (Dct), mRNA

(XM_005374234.1)

Treti alignment porovnava mRNA Dct u mysi ¢. NM_010024.3 (Query)
a predikovanou mRNA dopachrom tautomerazy u cincily ¢ XM_005374234.1
(Subject). Vysledkem je jeden dlouhy Usek shodny z 82 %, kde program doplnil 10
mezer a nachézi se na shodnych vlaknech (Plus/Plus). Po prostudovani bylo zjisténo, ze
se jedna o vsech 8 exontl jdoucich po sobé a tvoii tak celou kodujicic oblast. Po¢ateéni
baze kazdého exonu je oznacena zelené. Mezery jsou vyznaceny $ed€. V prvnim exonu
u mysi chybi na zacatku 15 bazi, aby byla kddujici oblast kompletni. Ziejmé se jedna
0 oblast s nizkou shodou, a tak tyto baze program uz nezatadil. Na konci 7. exonu vlozil
programu u mysi 4 mezery, ¢in¢ila mé tady navic baze TTTC. Bud’ ma tedy na konci
delsi 7. exon o tyto 4 baze a nebo je o né¢ prodlouZen 8. exon na jeho zac¢atku. Aby byl
umysi 8. exon kompletni, chybi jesté na konci 4 baze (CTAG). Nebyly programem

zatazeny nejspis kvili neshod¢ s ¢incili mRNA.

Range 1: 16 to 1556

Alignment statistics for match #1
Score Expect Identities Gaps Strand
1317 bits(713) 0.0 1268/1543(82%) 10/1543(0%) Plus/Plus

Query 484 TGGGGGCTTCTGCTGGGTTGTCTGGGCTGCGGAATTCT-GCTCAGAGCTCGGGCTCAGTT 542

Frrrrrrreerrrr e v rrrrrrrrr et I
Sbjct 16 TGGGGGCTTCTGCTCGGCTGCCTGGGCTGCAGCAT-CTGGCCTGGAGCCTGGGCCCAGTT 74

Query 543 TCCCCGAGTCTGCATGACCTTGGATGGCGTGCTGAACAAGGAATGCTGCCCGCCTCTGGG 602

A e e e R
Sbjct 75 CCCCAGGGTCTGCATGACCTTAGACAGCCTGAGGAAAAAGGAGTGCTGCCCGGCCCTGGG 134

Query 603 TCCCGAGGCAACCAACATCTGTGGATTTCTAGAGGGCAGGGGGCAGTGCGCAGAGGTGCA 662

\ Lol R e e N R R
Sbjct 135 TGTGGCGCCCGGCAATGTCTGTGGCTCCCAGGAAGGCCGGGGACAGTGCTCAGAGGCGCG 194

Query 663 AACAGACACCAGACCCTGGAGTGGCCCTTATATCCTTCGAAACCAGGATGACCGTGAGCA 722

Lorrrrrrrrrr reerrrrrererrreer o rerr rrrrrrr rrrrrr rr rrrd
Sbjct 195 AGCAGACACCAGGCCCTGGAGTGGCCCTTACGTCCTGCGAAACCGGGATGATCGCGAGCG 254
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Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

723

255

783

315

843

375

903

435

963

495

1023

555

1083

615

1143

675

1203

735

1263

795

1323

855

1383

915

1443

975

1503

1035

1563

1095

1623

1155

1683

1215

ATGGCCGAGAAAATTCTTCAACCGGACATGCAAATGCACAGGAAACTTTGCTGGTTATAA

R R R RN R R
GTGGCCAAGGAAGTTCTTCAACAGGACCTGCAGGTGCACAGGAAACTTTGCTGGCTATAA

TTGTGGAGGCTGCAAGTTCGGCTGGACCGGCCCCGACTGTAATCGGAAGAAGCCGGCCAT

L e O A I A
CTGTGGAGACTGCTGGTTCGGCTGGACTGGCCCTAACTGTGATCAGAGGAAACCACCCGT

CCTAAGACGGAATATCCATTCCCTGACTGCCCAGGAGAGGGAGCAGTTCTTGGGCGCCTT

e R R R
TGTCCGGCAGAACATCCATTCCCTGACTCCGCAGGAGAGGGAGCAGTTCCTGGGTGCCTT

AGACCTGGCCAAGAAGAGTATCCATCCAGACTACGTGATCACCACGCAACACTGGCTGGG

R e e R ey
AGATCTGGCCAAGAAGACCACACACCCTGACTACGTGATCGCCACACAGCACTGGCTGGG

GCTGCTCGGACCCAACGGGACCCAGCCCCAGATCGCCAACTGCAGCGTGTATGACTTTTT

R R R e R N R R R R
CCTGCTTGGGCCCAATGGGACCCAGCCACAGATAGCCAACTGCAGCATTTACGATTTTTT

TGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTCGAGACACATTATTAGGTCCAGGACGCCCCTATAA

FEErrrrrerrerr eerrrrr e rrrrr e e e e terr e e i
TGTATGGCTCCATTACTATTCTGTTAGAGACACATTATTAGEGACCAGGACGCCCCTTCAA

GGCCATTGATTTCTCTCACCAAGGGCCTGCCTTTGTCACGTGGCACAGGTACCATCTGTT

FErrrr reerrerr ceererrr rerer rerrrrr v e e rrrrr b
GGCCATAGATTTCTCACACCAAGGACCTGCTITTGIGACCTGGCATAGATACCATTTATT

GTGGCTGGAAAGAGAACTCCAGAGACTCACTGGCAATGAGTCCTTTGCGTTGCCCTACTG

FErrrrrrrrrrerr cerrergt rerrrr e rrrrr e et e
GTGGCTGGAAAGAGACCTCCAGEGCCTCACTGGGAATGAGTCCTTCGCTTTGCCCTACTG

GAACTTTGCAACCGGGAAGAACGAGTGTGACGTGTGCACAGACGAGCTGCTTGGAGCAGC

R R R R N R
GAATTTTGCCACTGGGAGAAACGAGTGTGATGTGTGCACAGACCAGCTTCTCGGGGCAGC

AAGACAAGATGACCCAACGCTGATTAGTCGGAACTCGAGATTCTCTACCTGGGAGATTGT

FErrrrrrrrrrerrer reerreer e rerrrt rerrrr e ot rrr
CAGACAAGATGACCCAACTCTGATTAGTCCGAACTCAAGATTCTCCAGCTGGGARATTGT

GTGCGACAGCTTGGATGACTACAACCGCCGGGTCACACTGTGTAATGGAACCTATGAAGG

RN R
CTGTGACAGETTGGATGACTACAATCACCGAGTCACCTTGTGTAATGGAACGTATGAAGG

TTTGCTGAGAAGAAACAAAGTAGGCAGAAATAATGAGAAACTGCCAACCTTAAAAAATGT

Frererrrrerrerr rerr e rerrrr e rrrrrt rrr e e e er i
TTTGCTGAGAAGAAATCAAGTGGGAAGAAATAGTGAGAAGTTGCCAACCTTAAAAAACGT

GCAAGATTGCCTGTCTCTCCAGAAGTTTGACAGCCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACCTT

R e A,
ACAAGATTGTCTGTCCCTCCAGAAGTTTGACAACCCTCCTTTCTTCCAGAACTCTACCTT

CAGCTTCAGGAATGCACTGGAAGGGTTTGATAAAGCAGACGGAACACTGGACTCTCAAGT

FEETEEETERr et e e e PEEEEEEErr 1l
CAGCTTCAGGAATGCCTTGGAAGGGTTTGATAAGGCAGATGGGTTGCTGGACTCTCGAGT

CATGAACCTTCATAACTTGGCTCACTCCTTCCTGAATGGGACCAATGCCTTGCCACACTC

0 e B e B R N N N N
GGCGAACCTTCATAACTTGGTTCACTCCTTCCTGAACGGGACAAGTGCTCTGCCACATTC

AGCAGCCAACGACCCTGTGTTTGTGGTCCTCCACTCTTTTACAGACGCCATCTTTGATGA

R R R AR R RN
AGCCGCCAATGATCCTGTTTTTGTGETCCTTCACTCCTTCACTGATGGCATCTTTGATGA

GTGGCTGAAGAGAAACAACCCTTCCACAGATGCCTGGCCTCAGGAACTGGCACCCATTGG

R e e R R AR R R
GTGGATGAAAAGATACAAGCCTGCTGCAGATGCCTGGCCTGAGGAGTTGGCACCCATCGG

74

782

314

842

374

902

434

962

494

1022

554

1082

614

1142

674

1202

734

1262

794

1322

854

1382

914

1442

974

1502

1034

1562

1094

1622

1154

1682

1214

1742

1274



Query 1743 TCACAACCGAATGTATAACATGGTCCCCTTCTTCCCACCGGTGACTAATGAGGAGCTCTT 1802
Shict 1275 TCACARTCGAMTGTATAACATOGTCCCTITCTICCCTCCAGTOACTARTGACGRACTTTT 1334
Query 1803 CCTAACCGCAGAGCAACTTGGCTACAATTACGCCGTTGATCTGTCAG-—--AG--GAAGA 1856
Shjct 1335 TCTAACTECAGACCAACTIGGCTACATTTATGCTATIGATITGCCACTTICHGCTERRGA 1304
Query 1857 AGCTCCAGTTTGGTCCACAACTCTCTCAGTGGTCATTGGAATCCTGGGAGCTTTCGTCTT 1916
Shict 1395 AACTCCAAGTTGGACCACAATACTCTCGSTGGTGATGGGAACACTIGCGACCTTORT-TG 1453
Query 1917 G-CTCTTGGGGTTGCTGGCTTTTCTTCAATACAGAAGGCTTCGCAAAGGCTATGCGCCCT 1975
Shjct 1458 CTCTTTTIGTGCTGCTGATITTCCIGCAGTACAGRAGGCTCOGCACAGATACACACCCC 1513
Query 1976 TAATGGAGACAGGTCTCAGCAGCAAGAGATACACGGAGGAAGC 2018

Lorrrrr Lot rrrrrrrr re rrrn
Sbjct 1514 TCATGGAAACTCATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGC 1556

4. BLAST — ¢lovék - ¢incila
o Query: Homo sapiens dopachrome tautomerase (DCT), transcript variant 1, mRNA

(NM_001922.4)

o Subject: Chinchilla lanigera isolate Chin_1 unplaced genomic scaffold, ChiLan1.0
scaffold00003, whole genome shotgun sequence (NW_004955404.1)

Ctvrty alignment porovnavdi mRNA dopachrom tautomerdzy u G&lovéka G&.
NM_001922.4 (Query) a usek celogenomového skenu u ¢incily €. NW_004955404.1
(Subject). Vysledkem jsou 4 shodné useky, z nichz prvni (Range 1) zde neuvadime,
protoze se po prozkoumani jednalo o 1826 bazi dlouhy Usek shodny ze 74 % s ¢asti
nekodujici oblasti za 8. exonem u ¢lovéka, ve kterém bylo zafazeno 135 mezer. Nebylo
potieba jej uvadét z divodu nedulezitosti (nekodujici oblast) a niz§iho procenta shody.
Druhy Usek (Range 2) odpovida exonu 1 u ¢lovéka, resp. celé kodujici i nekodujici
oblasti. Prvni baze kodujici oblasti je vyznaéna zelend. Usek Sedymi pismeny na
zaCatku shody patii do tseku vySe po 5° vlakné, stejné tak posledni baze nalezici
intronu. Oblast malymi §edymi pismeny je oblasti s nizkou shodou dle BLAST. Range 3
je shodny s 2. exonem z 86 %, byla zafazena 1 mezera a Sedymi pismeny jsou
vyznaceny ¢asti naptiici do exonu. Range 4 odpovida exonu 8 u clovéka z 84 %
s dvéma mezerami, pii¢emz baze Sedymi pismeny na zacatku useku nalezi 7. exonu a na

konci useku nekddujici oblasti 8. exonu.
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Range 2: 15358955 to 15359697 (Exon 1)

Alignment statistics for match #2
Expect Identities Gaps Strand
2e-115 585/754(78%) 42/754(5%) Plus/Plus

Score
418 bits(226)

Query 1
Sbjct 15358955
Query 61
Sbjct 15359015
Query 120
Sbjct 15359075
Query 173
Sbjct 15359133
Query 231
Sbjct 15359191
Query 291
Sbjct 15359248
Query 342
Sbjct 15359308
Query 391
Sbjct 15359367
Query 451
Sbjct 15359425
Query 511
Sbjct 15359485
Query 570
Sbjct 15359544
Query 630
Sbjct 15359604
Query 690
Sbjct 15359664

AACTGAGTTCAAGGCAATTAAAGTCAAGAGCTAAGGAGGGAGGGAGAGGGTTTAGAAATA

L B O B R B R R B N
AACTGAGTTCAAGGCAATTAAAGTCAGGGACTAAGGAGGAAAGCAGGAGCCTTAGAAATA

CCAGCATAATAAGTAGTATGACTGGGT=-GCTCTGTAAATTAACTCAATTAGACAAAGCCT

[ N e
CCAGCATAATAAGCAGTGTGACTGGGGCGCTCTGTAAATTAACTCAATTAGACAAAGCCT

GACTTAAC=GGGG=GA===== AGATGGTGAGAAGCGCTACCCTCATTAAATTTGGTTGTT

L O O O O O B N e N \
GATTTAACAGGGGTGGGGGGGAGATGGTGAGAAGCACCTCCCTCGTTAAATTTGGC-=TT

AGAGGCGCTTCTAAGGAAATTAAGTC==TGTTAGTTGTTTGAATCACATAAAATTGTGTG

FEEEE Trrr e rrrrrrrn | FErrrrrrrrrrr et e b
AGAGGTGCTTCTAATGAAATTAAATTIGTGTTAGTTGTTTGAAT-~CATAAAACAGCATG

TGCACGTTCATGTACACATGTGCACACATGTAACCTCTGTGATTCTTGTGGGTALLLLLE

R N e e e
TGCATGTGCATGTACACGTGTGTGCACATGTAGGCTC==TGATTTTTGTGGGCA=TTTTT

FEEEEEEE et et I N
TAAGAAGAGAGGAAAAGAACGCAAATAACGTTAAGTACCAAAAGAAAAAGATTTGAATGA

afgactgagsaagagptiaggaaggfatEsTaaggagaaaagtacgacagagacaaggaa
N [ I e e I A B FErrrr b rrrrer e
ATGAGTGCCTAAGAAATCAAGAGTGGATCACAAGGAGGAGGGCAAGACAGAATCAAGGC=

agtaa gCTCTCCCAATTATAAAGCCATGAGCCCCCTTTGGTGGGGGTT

NIRRT [N . [ IR
—GTAGCA-AGTGCGCGAGTTCTCCCAGCCACACAGCCATGCGTTTCCTGCCTTGGGGGCT

TCTGCTCAGTTGCTTGGGCTGCAAAATCCTGCCAGGAGCCCAGGGTCAGTTCCCCCGAGT

R A e R R R RN R
TCTGCTCGGCTGCCTGGGCTGCAGCATCTGGCCTGGAGCCTGGGCCCAGTTCCCCAGGGT

CTGCATGACGGTGGACAGCCT-AGTGAACAAGGAGTGCTGCCCACGCCTGGGTGCAGAGT

R R R RN FEEErrrr
CTGCATGACCTTAGACAGCCTGAG=GAAAAAGGAGTGCTGCCCGGCCCTGGGTGTGGCGC

CGGCCAATGTCTGTGGCTCTCAGCAAGGCCGGGGGCAGTGCACAGAGGTGCGAGCCGACA

N
CCGGCAATGTCTGTGGCTCCCAGGAAGGCCGGGGACAGTGCTCAGAGGCGCGAGCAGACA

CAAGGCCCTGGAGTGGTCCCTACATCCTACGAAACCAGGATGACCGTGAGCTGTGGCCAA

N e AN
CCAGGCCCTGGAGTGGCCCTTACGTCCTGCGAAACCGGGATGATCGCGAGCGGTGGCCAA

GAAAATTCTTCCACCGGACCTGCAAGTGCACAGG 723

N
GGAAGTTCTTCAACAGGACCTGCAGGTGCACAGG 15359697

Range 3: 15368614 to 15368920 (Exon 2)

Alignment statistics for match #3
Expect Identities Gaps Strand
4e-88 264/307(86%) 1/307(0%) Plus/Plus

Score
327 bits(177)

Query 718
Sbjct 15368614
Query 777
Sbjct 15368674
Query 837
Sbjct 15368734

CAC-AGGAAACTTTGCCGGCTATAATTGTGGAGACTGCAAGTTTGGCTGGACCGGTCCCA
1]

FEErrrrrrrer rrrrrrrr rerrrrr e et ot rer e e
GGAAACTTTGCTGGCTATAACTGTGGAGACTGCTGGTTCGGCTGGACTGGCCCTA

ACTGCGAGCGGAAGAAACCACCAGTGATTCGGCAGAACATCCATTCCTTGAGTCCTCAGG

R R R R R R
ACTGTGATCAGAGGAAACCACCCGTTGTCCGGCAGAACATCCATTCCCTGACTCCGCAGG

AAAGAGAGCAGTTCTTGGGCGCCTTAGATCTCGCGAAGAAGAGAGTACACCCCGACTACG

I R A FEEEEE Tl
AGAGGGAGCAGTTCCTGGGTGCCTTAGATCTGGCCAAGAAGACCACACACCCTGACTACG

76

60

15359014

119

15359074

172

15359132

230

15359190

290

15359247

341

15359307

390

15359366

450

15359424

510

15359484

569

15359543

629

15359603

689

15359663

776

15368673

836

15368733

896

15368793



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

897

15368794

957

15368854

1017

15368914

TGATCACCACACAACACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGAACCCAGCCGCAGTTTG

CEErE rrrrrrr rrrrrr e e e e e e e e et e e
TGATCGCCACACAGCACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGGACCCAGCCACAGATAG

CCAACTGCAGTGTTTATGAtL Lttt Lt tGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTAGAGATACAT

R R RN
CCAACTGCAGCATTTACGATTTTTTTGTATGGCTCCATTACTATTCTGTTAGAGACACAT

TATTAGG 1023

LT
TATTAGG 15368920

Range 4: 15395347 to 15395570 (Exon 8)

Alignment statistics for match #4

Score Expect Identities Gaps Strand
213 bits(115) le-53 188/224(84%) 2/224(0%) Plus/Plus
Query 1801 TCTGC--CAGTTTCAGTTGAAGAAACTCCAGGTTGGCCCACAACTCTCTTAGTAGTCATG
N N N N N N e N N N
Sbjct 15395347 TCTGCTTCAGTTTCAGCTGAAGAAACTCCAAGTTGGACCACAATACTCTCGGTGGTGATG
Query 1859 GGAACACTGGTGGCTTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGTTGGCTTTTCTTCAATATAGAAGA
PECEEEEE 0 0 CEEEE e ot e e e e
Sbjct 15395407 GGAACACTTGCGGCCTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGCTGATTTTCCTGCAGTACAGAAGG
Query 1919 CTTCGAAAAGGATATACACCCCTAATGGAGACACATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAA
PELE 0 PR TR brrrr o b
Sbjct 15395467 CTCCGCAGAGGATACACACCCCTCATGGAAACTCATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAA
Query 1979 GAAGCCTAGGGTGCTCATGCCTTACCTAAGAGAAGAGGCTGGCC 2022
PELEE 00 CErr e et
Sbjct 15395527 GAAGCTGAGGGAGCTCAGGCCATACCCTAGAGAAGAGGCTGGC! 15395570

5. BLAST - ¢lovék — ¢incila

956

15368853

1016

15368913

1858

15395406

1918

15395466

1978

15395526

o Query: Homo sapiens dopachrome tautomerase (DCT), transcript variant 1, mRNA
(NM_001922.4)
o Subject: Chinchila lanigera predicted dopachrome tautomerase (Dct), mRNA
(XM_005374234.1)
Paty alignment srovnava mRNA dopachrom tautomerazy (DCT) u clovéka
¢. NM_001922.4 a predikovanou mRNA Dct u ¢in¢ily ¢. XM_005374234.1. Vysledkem

je jedna velka oblast shodna z 86 %, doplnéna programem 6 mezerami a je na shodnych

vldknech (Plus/Plus). Po prostudovani se ukazalo, ze se jedna 0 vSech 8 po sobé

jdoucich exont, pfiSemz u prvniho exonu chybi pocatecnich 15 bazi, zfejme z diivodu

nizké shody. Mezery jsou vyznaceny Sed¢ a prvni baze kazdého exonu je oznacena

zelené. Koncové baze Sedymi pismeny znazoriuji piisluSnost k nekddujici oblasti

8. exonu.
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Range 1: 16 to 1577

Alignment statistics for match #4
Expect Identities Gaps Strand
0.0 1349/1565(86%) 6/1565(0%) Plus/Plus

Score
1688 bits(914)

Query 443
Sbjct 16
Query 503
Sbjct 76
Query 562
Sbjct 135
Query 622
Sbjct 195
Query 682
Sbjct 255
Query 742
Sbjct 315
Query 802
Sbjct 375
Query 862
Sbjct 435
Query 922
Sbjct 495
Query 982
Sbjct 555
Query 1042
Sbjct 615
Query 1102
Sbjct 675
Query 1162
Sbjct 735
Query 1222
Sbjct 795
Query 1282
Sbjct 855

GGGGGTTTCTGCTCAGTTGCTTGGGCTGCAAAATCCTGCCAGGAGCCCAGGGTCAGTTC

R e e e A
GGGGGCTTCTGCTCGGCTGCCTGGGCTGCAGCATCTGGCCTGGAGCCTGGGCCCAGTTC

CCCCGAGTCTGCATGACGGTGGACAGCCT-AGTGAACAAGGAGTGCTGCCCACGCCTGGG

e R N ARy FETTT
CCCAGGGTCTGCATGACCTTAGACAGCCTGAG=GAAAAAGGAGTGCTGCCCGGCCCTGGG

TGCAGAGTCGGCCAATGTCTGTGGCTCTCAGCAAGGCCGGGGGCAGTGCACAGAGGTGCG

R e R R
TGTGGCGCCCGGCAATGTCTGTGGCTCCCAGGAAGGCCGGGGACAGTGCTCAGAGGCGCG

AGCCGACACAAGGCCCTGGAGTGGTCCCTACATCCTACGAAACCAGGATGACCGTGAGCT

FEErrrrr rrerrrrrrrrrer e rrr rrrr rrr e rrr et rrn
AGCAGACACCAGGCCCTGGAGTGGCCCTTACGTCCTGCGARACCGGGATGATCGCGAGCG

GTGGCCAAGAAAATTCTTCCACCGGACCTGCAAGTGCACAGGAAACTTTGCCGGCTATAA

Frrrrerrr e rererr rrrrrr et e e e e e e rrr e
GTGGCCAAGGAAGTTCTTCAACAGGACCTGCAGGTGCACAGGARACTTTGCTGGCTATAA

TTGTGGAGACTGCAAGTTTGGCTGGACCGGTCCCAACTGCGAGCGGAAGAAACCACCAGT

R N R N R RN R
CTGTGGAGACTGCTGGTTCGGCTGGACTGGCCCTAACTGTGATCAGAGGAAACCACCCGT

GATTCGGCAGAACATCCATTCCTTGAGTCCTCAGGAAAGAGAGCAGTTCTTGGGCGCCTT

Forrrrrrrrrrerrrrrre e rer rerrr rr e rr et rrrr rrr
TGTCCGGCAGAACATCCATTCCCTGACTCCGCAGGAGAGGGAGCAGTTCCTGGGTGCCTT

AGATCTCGCGAAGAAGAGAGTACACCCCGACTACGTGATCACCACACAACACTGGCTGGG

FEEEEE 1ttt FEErEr rrrrrrrr et rrrrerr rrrrrrr e
AGATCTGGCCAAGAAGACCACACACCCTGACTACGTGATCGCCACACAGCACTGGCTGGG

CCTGCTTGGGCCCAATGGAACCCAGCCGCAGTTTGCCAACTGCAGTGTTTATGALLLLLL

L e e o o e e B R B R N N N N N N e N
CCTGCTTGGGCCCAATGGGACCCAGCCACAGATAGCCAACTGCAGCATTTACGATTTTTT

CGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTAGAGATACATTATTAGGACCAGGACGCCCCTACAG

PR rrrrrrrrerr rrr e rre et rr e e e e e e e e e 1
TGTATGGCTCCATTACTATTCTGTTAGAGACACATTATTAGEGACCAGGACGCCCCTTCAA

GGCCATAGATTTCTCACATCAAGGACCTGCATTTGTTACCTGGCACCGGTACCATTTGTT

Frrrrrrrrrrrrrrrer rerrrrrrrrr rerrr rrerrrr bt rrrrr
GGCCATAGATTTCTCACACCAAGGACCTGCTTTTGTGACCTGGCATAGATACCATTTATT

GTGTCTGGAAAGAGATCTCCAGLEGACTCATTGGCAATGAGTCTTTTGCTTTGCCCTACTG

FEE et eerr e eeet rer rrrrrr et rerrr e
GTGGCTGGAAAGAGACCTCCAGEGCCTCACTGGGAATGAGTCCTTCGCTTTGCCCTACTG

GAACTTTGCCACTGGGAGGAACGAGTGTGATGTGTGTACAGACCAGCTGTTTGGGGCAGC

PR rrrrrrerrerrrer rerrrrrrrrrr et rrrrrr e b rr e
GAATTTTGCCACTGGGAGAAACGAGTGTGATGTGTGCACAGACCAGCTTCTCGGGGCAGC

GAGACCAGACGATCCGACTCTGATTAGTCGGAACTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAACTGT

RN R R R RN R R R R R
CAGACAAGATGACCCAACTCTGATTAGTCCGAACTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAATTGT

CTGTGATAGCTTGGATGACTACAACCACCTGGTCACCTTGTGCAATGGAACCTATGAAGG

FEEEEE T rrrrrerrrrrr v rrrr e e e et rri e
CTGTGACAGETTGGATGACTACAATCACCGAGTCACCTTGTGTAATGGAACGTATGAAGG

78

502

75

561

134

621

194

681

254

741

314

801

374

861

434

921

494

981

554

1041

614

1101

674

1161

734

1221

794

1281

854

1341

914



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1342

915

1400

973

1460

1033

1520

1093

1580

1153

1640

1213

1700

1273

1760

1333

1820

1393

1880

1453

1940

1513

2000

1573

TTTGCTGAGAAGAAATCAAATGGGAAGAAACAGCATGA-AA-TTGCCAACCTTAAAAGAC

feerrrrrerrrrrrreer rrrrrerrr e rr ettt e e e
TTTGCTGAGAAGAAATCAAGTGGGAAGAAATAG==TGAGAAGTTGCCAACCTTAAAAAAC

ATACGAGATTGCCTGTCTCTCCAGAAGTTTGACAATCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACC

FErrrrrrrrrerr rereerrrrre e et rrrrr rrrr e
GTACAAGATTGTCTGTCCCTCCAGAAGTTTGACAACCCTCCTTTCTTCCAGAACTCTACC

TTCAGTTTCAGGAATGCTTTGGAAGGGTTTGATAAAGCAGATGGGACTCTGGATTCTCAA

FEEEE TR Er e et rrr e e ettt FEEEE Trr
TTCAGCTTCAGGAATGCCTTGGAAGGGTTTGATAAGGCAGATGGGTTGCTGGACTCTCGA

GTGATGAGCCTTCATAATTTGGTTCATTCCTTCCTGAACGGGACAAACGCTTTGCCACAT

e e
GTGGCGAACCTTCATAACTTGGTTCACTCCTTCCTGAACGGGACAAGTGCTCTGCCACAT

TCAGCCGCCAATGATCCCATTTTTGTGGTTCTTCATTCCTTTACTGATGCCATCTTTGAT

Frrrrrrrrerrerr e rrrrrrrr e rerrr rrr e rrrrr e e
TCAGCCGCCAATGATCCTGTTTITGTGETCCTTCACTCCTTCACTGATGGCATCTTTGAT

GAGTGGATGAAAAGATTTAATCCTCCTGCAGATGCCTGGCCTCAGGAGCTGGCCCCTATT

RN e R R R R RN
GAGTGGATGAAAAGATACAAGCCTGCTGCAGATGCCTGGCCTGAGGAGTTGGCACCCATC

GGTCACAATCGGATGTACAACATGGTTCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTAATGAAGAACTC

FErrrrrrerr eeerr rrerrrer rerr e e e et
GGTCACAATCGAATGTATAACATGGTCCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTAATGAGGAACTT

TTTTTAACCTCAGACCAACTTGGCTACAGCTATGCCATCGATCTGCCAGITTCAGTTGAA

FEErerr rrerrrerrrrrrrerer et e e rer e e re
TTTCTAACTGCAGACCAACTTGGCTACATTTATGCTATTGATTTGCCAGETTCAGCTGAA

GAAACTCCAGGTTGGCCCACAACTCTCTTAGTAGTCATGGGAACACTGGTGGCTTTGGTT

R e e e R
GAAACTCCAAGTTGGACCACAATACTCTCGGTGGTGATGGGAACACTTGCGGCCTTGGTT

GGTCTTTTTGTGCTGTTGGCTTTTCTTCAATATAGAAGACTTCGAAAAGGATATACACCC

R N ey
GGTCTTTTTGTGCTGCTGATTTTCCTGCAGTACAGAAGGCTCCGCAGAGGATACACACCC

CTAATGGAGACACATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCCTAGGGTGCTCATGCC

N e
CTCATGGAAACTCATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCTGAGGGAGCTCAGGCC

TTACC 2004

RN
ATACC 1577

79

1399

972

1459

1032

1519

1092

1579

1152

1639

1212

1699

1272

1759

1332

1819

1392

1879

1452

1939

1512

1999

1572



6. BLAST — ¢lovék — mys
o Query: Homo sapiens dopachrome tautomerase (DCT), transcript variant 1, mRNA
(NM_001922.4)
o Subject: Mus musculus dopachrome tautomerase (Dct), MRNA (NM_010024.3)
Posledni alignment porovnava mRNA dopachrom tautomerazy u ¢lovéka
¢.NM 001922.4 a mRNA stejného genu u mysi ¢. NM 010024.3. Stejné jako
u pfedchozich porovnani obou mRNA je i zde vysledkem jedna velkd oblast
sumarizujici 8 exont a tedy celou kédujici oblast obou druhii (shoda z 83 %). Sedymi
pismeny jsou uvedeny oblasti z nekodujicich ¢asti exonti, Sedou plochou mezery

(celkem 26) a zelen€ pocatecni baze kazdého dal§iho exonu.

Range 1: 452 to 2029

Alignment statistics for match #1
Score Expect ldentities Gaps Strand
1402 bits(759) 0.0 1320/1594(83%)  26/1594(1%) Plus/Plus

Query 411 CTCCCAATTATAAAGCCATGAGCCCCCTTT-GG-TGGGGGTTTCTGCTCAGTTGCTTGGG 468

R e e e e e e R R R R R
Sbjct 452  CTCCCAATTAAGAAGGCATG=G=GCCTTGTGGGATGGGGGCTTCTGCTGGGTTGTCTGGG 509

Query 469 CTGCAAAATCCTGC-CAGGAGCCCAGGGTCAGTTCCCCCGAGTCTGCATGACGGTGGACA 527

R R R R R R
Sbjct 510 CTGCGGAATTCTGCTCA=-GAGCTCGGGCTCAGTTTCCCCGAGTCTGCATGACCTTGGATG 568

Query 528 GCCTAGTGAACAAGGAGTGCTGCCCACGCCTGGGTGCAGAGTCGGCCAATGTCTGTGGCT 587

I e e e AR
Sbjct 569  GCGTGCTGAACAAGGAATGCTGCCCGCCTCTGGGTCCCGAGGCAACCAACATCTGTGGAT 628

Query 588 CTC-AGCAAGGCCGGGGGCAGTGCACAGAGGTGCGAGCCGACACAAGGCCCTGGAGTGGT 646

N R R R e e e A R A R RN
Sbjct 629  TTICTAG-AGGGCAGGGGGCAGTGCGCAGAGGTGCAAACAGACACCAGACCCTGGAGTIGGC 687

Query 647 CCCTACATCCTACGAAACCAGGATGACCGTGAGCTGTGGCCAAGAAAATTCTTCCACCGG 706

FEorr et rerrerrrrrrrrrrrrrr et rrr e rrrrr e e re
Sbjct 688  CCTTATATCCTTCGAAACCAGGATGACCGTGAGCAATGGCCGAGAAAATTCTTCAACCGG 747

Query 707 ACCTGCAAGTGCACAGGAAACTTTGCCGGCTATAATTGTGGAGACTGCAAGTTTGGCTGG 766

FErrrrr vt rrrr e e e rrr et rrr e e
Sbjct 748  ACATGCAAATGCACAGGAAACTTTGCTGGTTATAATTGTGGAGGCTGCAAGTTCGGCTGG 807

Query 767 ACCGGTCCCAACTGCGAGCGGAAGAAACC-ACCAGTGATTCGGCAGAACATCCATTCCTT 825

L e e e o e e e e e O O O O O O O
Sbjct 808 ACCGGCCCCGACTGTAATCGGAAGAAGCCGGCCA-TCCTAAGACGGAATATCCATTCCCT 866

Query 826 GAGTCCTCAGGAAAGAGAGCAGTTCTTGGGCGCCTTAGATCTCGCGAAGAAGAGAGTACA 885

L e e o A O
Sbjct 867 GACTGCCCAGGAGAGGGAGCAGTTCTTGGGCGCCTTAGACCTGGCCAAGAAGAGTATCCA 926

Query 886 CCCCGACTACGTGATCACCACACAACACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGAACCCA 945

CEorrrrrrrrrrrrerrrt rreerrrrreerrr reeer e rerrt rr rrnd
Sbjct 927 TCCAGACTACGTGATCACCACGCAACACTGGCTGGGGCTGCTCGGACCCAACGGGACCCA 986

Query 946 GCCGCAGTTTGCCAACTGCAGTGTTTATGAL Lttt ttGTGTGGCTCCATTATTATTCTGT 1005

e R RN
Sbjct 987  GCCCCAGATCGCCAACTGCAGCGTGTATGACTITTTIGTGIGGCTCCATTATTATTCTGT 1046

80



Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query

Sbjct

1006

1047

1066

1107

1126

1167

1186

1227

1246

1287

1306

1347

1365

1406

1423

1464

1483

1524

1543

1584

1602

1643

1662

1703

1722

1763

1782

1823

1842

1877

1901

1936

1961

1996

TAGAGATACATTATTAGGACCAGGACGCCCCTACAGGGCCATAGATTTCTCACATCAAGG

vt trrrrr el rerrrrerrr et e et e et
TCGAGACACATTATTAGETCCAGGACGCCCCTATAAGGCCATTGATTTCTCTCACCAAGG

ACCTGCATTTGTTACCTGGCACCGGTACCATTTGTTGTGTCTGGAAAGAGATCTCCAGLG

FEEEr rrrrr e e rrrrrer e rrrrerr rrrrrrrrrr e rrrrrrEl
GCCTGCCTTTGTCACGTGGCACAGGTACCATCTGTTGTGGCTGGAAAGAGAACTCCAGAG

ACTCATTGGCAATGAGTCTTTTGCTTTGCCCTACTGGAACTTTGCCACTGGGAGGAACGA

FErrerreerrerrrer reret rerrrrrrrrrrrr e e e v e
ACTCACTGGCAATGAGTCCTTTGCGTTGCCCTACTGGAACTTTGCAACCGGGAAGAACGA

GTGTGATGTGTGTACAGACCAGCTGTTTGGGGCAGCGAGACCAGACGATCCGACTCTGAT

R R e e ey
GTGTGACGTGTGCACAGACGAGCTGCTTGGAGCAGCAAGACAAGATGACCCAACGCTGAT

TAGTCGGAACTCAAGATTCTCCAGCTGGGAAACTGTCTGTGATAGCTTGGATGACTACAA

Frrrrerreerr reeerrrr o rrerrr ettt PHR e e
TAGTCGGAACTCGAGATTCTCTACCTGGGAGATTGTGTGCGACAGETTGGATGACTACAA

CCACCTGGTCACCTTGTGCAATGGAACCTATGAAGGTTTGCTGAGAAGAAATCAAA-TGG

e e e
CCGCCGGGTCACACTGTGTAATGGAACCTATGAAGGTTTGCTGAGAAGAAA-CAAAGTAG

GAAGAAACAGCATGA-AAT-TGCCAACCTTAAAAGACATACGAGATTGCCTGTCTCTCCA

e e e N N R e RN
GCAGAAATA--ATGAGAAACTGCCAACCTTAAAAAATGTGCAAGATTGCCTGTCTCTCCA

GAAGTTTGACAATCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACCTTCAGTTTCAGGAATGCTTTGGA

Frrrrrrreer rrrerrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr et rer e er rr
GAAGTTTGACAGCCCTCCCTTCTTCCAGAACTCTACCTTCAGCTTCAGGAATGCACTGGA

AGGGTTTGATAAAGCAGATGGGACTCTGGATTCTCAAGTGATGAGCCTTCATAATTTGGT

Frerrrrrrrerrrrrer rr e rrrr e rerrr e rrr e rrrrr e rrd
AGGGTTTGATAAAGCAGACGGAACACTGGACTCTCAAGTCATGAACCTTCATAACTTGGC

TCATTCCTTCCTGAACGGGACAAACGCTTTGCCACATTCAGCCGCCAATGATCCCATT-T

R R e e
TCACTCCTTCCTGAATGGGACCAATGCCTTGCCACACTCAGCAGCCAACGA=CCCTGTGT

TTGTGGTTCTTCATTCCTTTACTGATGCCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATTTAATC

RN I e R R L
TTGTGETCCTCCACTCTTTTACAGACGCCATCTTTGATGAGTGGCTGAAGAGAAACAACC

CTCCTGCAGATGCCTGGCCTCAGGAGCTGGCCCCTATTGGTCACAATCGGATGTACAACA

Lo rrrrrrrrrrrrrrrrr e rrrrr rr rerr e et e e re
CTTCCACAGATGCCTGGCCTCAGGAACTGGCACCCATTGGTCACAACCGAATGTATAACA

TGGTTCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTAATGAAGAACTCTTTTTAACCTCAGACCAACTTG

FErrrrreererrr e rrrrrrerrrr rrrerr ettt
TGGTCCCCTTCTTCCCACCGGTGACTAATGAGGAGCTCTTCCTAACCGCAGAGCAACTTG

GCTACAGCTATGCCATCGATCTGCCAGTTTCAGTTGAAGAAACTCCAGGTTGGCCCACAA

R AN L b rerr e et
GCTACAATTACGCCGTTGATCTGTCAGE===AG==GAAGAAGCTCCAGTTTGGTCCACAA

CTCTCTTAGTAGTCATGGGAACACTGGTGGCTTTGGT-TGGTCTTTTTGTGCTGTTGGCT

R R e N R e N A
CTCTCTCAGTGGTCATTGGAATCCTGGGAGCTTTCGTCTTG-CTCTTGGGGTTGCTGGCT

TTTCTTCAATATAGAAGACTTCGAAAAGGATATACACCCCTAATGGAGACACATTTAAGC

R e e e R RN R R R
TTTCTTCAATACAGAAGGCTTCGCAAAGGCTATGCGCCCTTAATGGAGACAGGTCTCAGC

AGCAAGAGATACACAGAAGAAGCCTAGGGTGCTC 1994

FEEEEErrrrrrer e et
AGCAAGAGATACACGGAGGAAGCCTAGCATGCTC 2029

81

1065

1106

1125

1166

1185

1226

1245

1286

1305

1346

1364

1405

1422

1463

1482

1523

1542

1583

1601

1642

1661

1702

1721

1762

1781

1822

1841

1876

1900

1935

1960

1995



Na zavér byl proveden alignment vSech tii mRNA pomoci programu Clustal
Omega pro ukazku podobnosti vSech tfi zkoumanych druhti savcl. Program neuvedl
piesné Cislo shody, ale na zakladé¢ podobnosti mezi jednotlivymi sekvencemi mezi
sebou lze fici, ze se shoduji z 82-86 %. Stejne jako u piedchoziho vicendsobného
alignmentu jsou Uplné shody oznaceny dole hvézdic¢kou, prvni baze kazdého exonu je
vyznacena zelené a Vv sekvenci mysi jsou vyzna¢eny mutace s vlivem na fenotyp, které
jsou uvedeny V literarnim piehledu a je u nich znamo pfesné misto mutace. U ¢lovéka
nebyl vliv mutaci genu DCT na fenotyp prokazan a u ¢incily neni gen tak prozkouman,
tudiz tyto dvé sekvence zlstdvaji bez vyznaceni. Vlastni alignment je zobrazen nize.
Sekvence clovéka a mysi se shoduje v celém prvnim exonu véetné nekddujici Casti,
ktera je oznacena Sedymi pismeny. Od startovaciho kodonu kodujici ¢asti se jiz shoduji
vSechny tii sekvence a alignment pokratuje vSemi 8 exony fazenymi po sobé. Seda
pismena na konci alignmentu znamenaji oblast nekodujici Casti, ve které se jesté
¢aste¢n¢ shoduji vSechny tfi sekvence a od urcitého mista jen sekvence ¢lovéka a mysi,

ale shoda neni nijak vyznamna.

CLUSTAL 0(1.2.1) multiple sequence alignment

gi|1015809739|ref|NM 001922.4| AAC
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1|

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gil170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM _005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1|

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM _005374234.1]

TGAGCCCCCTTTGGTGGGGGTTTCTGCTCAGTTGCTTGGGCTGCAAAATCCTGCCAGGAG
TGGGCCTTGTGGGATGGGGGCTTCTGCTGGGTTGTCTGGGCTGCGGAATTCTGCTCAGAG
TGCGTTTCCTGCCTTGGGGGCTTCTGCTCGGCTGCCTGGGCTGCAGCATCTGGCCTGGAG

* Kk K * Kk kkkk kkkkkokk .~k * K ********‘.‘** * K ‘***
CCCAGGGTCAGTTCCCCCGAGTCTGCATGACGGTGGACAGCCTAGTGAACAAGGAGTGCT
CTCGGGCTCAGTTTCCCCGAGTCTGCATGACCTTGGATGGCGTGCTGAACAAGGAATGCT
CCTGGGCCCAGTTCCCCAGGGTCTGCATGACCTTAGACAGCCTGAGGAAAAAGGAGTGCT

* * % KkhkKhk kkk Kk kkhkkhkkhKk kKK * Kk k **k K Kkk KKk hkKkk kKkkK
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gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gil170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gil170932474|ref|NM _010024.3]
gi|533117516|ref|XM _005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi1015809739|ref|NM_001922.4]
gil170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gi1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi|1015809739|ref|NM 001922.4|
gi|170932474|ref|NM 010024.3]|
gi|533117516|ref|XM 005374234.1]

gi]1015809739|ref|NM_001922.4]
gi]170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi170932474|ref|NM_010024.3]
gi| 533117516 |ref|XM_005374234.1]

gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gi|170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]

GCCCACGCCTGGGTGCAGAGTCGGCCAATGTCTGTGGCTCTCAGCAAGGCCGGGGGCAGT
GCCCGCCTCTGGGTCCCGAGGCAACCAACATCTGTGGATTTCTAGAGGGCAGGGGGCAGT
GCCCGGCCCTGGGTGTGGCGCCCGGCAATGTCTGTGGCTCCCAGGAAGGCCGGGGACAGT

* Kk K *k ok Kk K * ok k * %k Kk kKkhkKkKk Kk * . * kkk kkkk  kkkk

GCACAGAGGTGCGAGCCGACACAAGGCCCTGGAGTGGTCCCTACATCCTACGAAACCAGG
GCGCAGAGGTGCAAACAGACACCAGACCCTGGAGTGGCCCTTATATCCTTCGAAACCAGG
GCTCAGAGGCGCGAGCAGACACCAGGCCCTGGAGTGGCCCTTACGTCCTGCGAAACCGGG

kk kkkkkk kK K K Khhkhhkk Kk Khhhkkhkkhkkhkkk kk K% kkkk khkkkkkk Kk

ATGACCGTGAGCTGTGGCCAAGAAAATTCTTCCACCGGACCTGCAAGTGCACAGGAAACT
ATGACCGTGAGCAATGGCCGAGAAAATTCTTCAACCGGACATGCAAATGCACAGGAAACT
ATGATCGCGAGCGGTGGCCAAGGAAGTTCTTCAACAGGACCTGCAGGTGCACAGGAAACT
KRk KK KKKK KKK K kk Kk kKA KKK KK KKKK KKK K | kkk Ak kR KA Kk
TTGCCGGCTATAATTGTGGAGACTGCAAGTTTGGCTGGACCGGTCCCAACTGCGAGCGGA
TTGCTGGTTATAATTGTGGAGGCTGCAAGTTCGGCTGGACCGGCCCCGACTGTAATCGGA
TTGCTGGCTATAACTGTGGAGACTGCTGGTTCGGCTGGACTGGCCCTAACTGTGATCAGA

KhKkK Kk KKKKK KAKKKAK _KAhkkke Kkhkk KAKkAAAKA KKk KK * KKK * kKK

AGAAACCACCAGTGATTCGGCAGAACATCCATTCCTTGAGTCCTCAGGAAAGAGAGCAGT
AGAAGCCGGCCATCCTAAGACGGAATATCCATTCCCTGACTGCCCAGGAGAGGGAGCAGT
GGAAACCACCCGTTGTCCGGCAGAACATCCATTCCCTGACTCCGCAGGAGAGGGAGCAGT

*kk kK * * * k ok kkk kkkkkkkkk kkhkk Kk Kk kkkkk kK Khkkkkkk

TCTTGGGCGCCTTAGATCTCGCGAAGAAGAGAGTACACCCCGACTACGTGATCACCACAC
TCTTGGGCGCCTTAGACCTGGCCAAGAAGAGTATCCATCCAGACTACGTGATCACCACGC
TCCTGGGTGCCTTAGATCTGGCCAAGAAGACCACACACCCTGACTACGTGATCGCCACAC

kk khkkk khkkkkkhkk Kk kK Khkkhkkkk kk kk kkkkkkkkkkkk  kkkk ok

AACACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGAACCCAGCCGCAGTTTGCCAACTGCAGTG
AACACTGGCTGGGGCTGCTCGGACCCAACGGGACCCAGCCCCAGATCGCCAACTGCAGCG
AGCACTGGCTGGGCCTGCTTGGGCCCAATGGGACCCAGCCACAGATAGCCAACTGCAGCA

k kkkkkkhkkhkkhk khkhkkhk kk Khhkhhkk Khk _ hhhkkhhkkhhkk Khhkkok Kkhkkhkkhkkkkkx

TTTATGATTTTTTTGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTAGAGATACATTATTAGGACCAG
TGTATGACTTTTTTGTGTGGCTCCATTATTATTCTGTTCGAGACACATTATTAGGTCCAG
TTTACGATTTTTTTGTATGGCTCCATTACTATTCTGTTAGAGACACATTATTAGGACCAG

K kK Ak KKKKKKKK KKKAKKKKAKKKNK’ AXAKKAKKKK  KAKKX AAKKKAKKAKAK K« K * kK

GACGCCCCTACAGGGCCATAGATTTCTCACATCAAGGACCTGCATTTGTTACCTGGCACC
GACGCCCCTATAAGGCCATTGATTTCTCTCACCAAGGGCCTGCCTTTGTCACGTGGCACA
GACGCCCCTTCAAGGCCATAGATTTCTCACACCAAGGACCTGCTTTTGTGACCTGGCATA

KAKKKKKKK s K KAAKKK s kKKK AKAK e hkk KAAKkKAk _KAKkk* *hkk* **k KhkKk**

GGTACCATTTGTTGTGTCTGGAAAGAGATCTCCAGEGACTCATTGGCAATGAGTCTTTTG
GGTACCATCTGTTGTGGCTGGAAAGAGAACTCCAGAGACTCACTGGCAATGAGTCCTTTG
GATACCATTTATTGTGGCTGGAAAGAGACCTCCAGEGCCTCACTGGGAATGAGTCCTTCG

k kkkkkk K Khhkkhkkk Khhkhhkkhhkkhhkkhkk Khhkkhkkhk_k kkhkkk Khkk Khhkkkkkkk **k *

CTTTGCCCTACTGGAACTTTGCCACTGGGAGGAACGAGTGTGATGTGTGTACAGACCAGC
CGTTGCCCTACTGGAACTTTGCAACCGGGAAGAACGAGTGTGACGTGTGCACAGACGAGC
CTTTGCCCTACTGGAATTTTGCCACTGGGAGAAACGAGTGTGATGTGTGCACAGACCAGC

* kkkkkkhkkhkkhkkhkk Khkkkk Kkk kkkk kkkkhkkhkhkhkkk *hkkkk *kkkkk K*k*

TGTTTGGGGCAGCGAGACCAGACGATCCGACTCTGATTAGTCGGAACTCAAGATTCTCCA
TGCTTGGAGCAGCAAGACAAGATGACCCAACGCTGATTAGTCGGAACTCGAGATTCTCTA
TTCTCGGGGCAGCCAGACAAGATGACCCAACTCTGATTAGTCCGAACTCAAGATTCTCCA

* Kk okk  kkkokk kkkk kkk kk kk kk kkkkkkkkkk kkkkkk kkkkkkkk ok

GCTGGGAAACTGTCTGTGATAGETTGGATGACTACAACCACCTGGTCACCTTGTGCAATG
CCTGGGAGATTGTGTGCGACAGETTGGATGACTACAACCGCCGGGTCACACTGTGTAATG
GCTGGGAAATTGTCTGTGACAGETTGGATGACTACAATCACCGAGTCACCTTGTGTAATG

Khkkkkk Kk khkk Kk Kk KAKAAkKAKAKAKKK KKK * kK * Kk KKk kKKK kKKK

GAACCTATGAAGGTTTGCTGAGAAGAAATCAAATGGGAAGAAACAGCATGAAATTGCCAA
GAACCTATGAAGGTTTGCTGAGAAGAAACAAAGTAGGCAGAAATAATGAGAAACTGCCAA
GAACGTATGAAGGTTTGCTGAGAAGAAATCAAGTGGGAAGAAATAGTGAGAAGTTGCCAA

KkhkKk Khkhhkhhkhhkhhkhhkhhhhhhk kK k* KKk K Kk _kkkkk Kk Kk k ok * Kk Kk K

CCTTAAAAGACATACGAGATTGCCTGTCTCTCCAGAAGTTTGACAATCCTCCCTTCTTCC
CCTTAAAAAATGTGCAAGATTGCCTGTCTCTCCAGAAGTTTGACAGCCCTCCCTTCTTCC
CCTTAAAAAACGTACAAGATTGTCTGTCCCTCCAGAAGTTTGACAACCCTCCTTTCTTCC

Kk Kk kK KKK K Kk kkkkkk hkkkk AhkAkhkAhkAhkAhkA kA kA Kk Kok Kk kk Kk k kKKK

AGAACTCTACCTTCAGTTTCAGGAATGCTTTGGAAGGGTTTGATAAAGCAGATGGGACTC
AGAACTCTACCTTCAGCTTCAGGAATGCACTGGAAGGGTTTGATAAAGCAGACGGAACAC
AGAACTCTACCTTCAGCTTCAGGAATGCCTTGGAAGGGTTTGATAAGGCAGATGGGTTGC

R R T E KAKKK KKK KA KA KKK KKK K Kk o *

TGGATTCTCAAGTGATGAGCCTTCATAATTTGGTTCATTCCTTCCTGAACGGGACAAACG
TGGACTCTCAAGTCATGAACCTTCATAACTTGGCTCACTCCTTCCTGAATGGGACCAATG
TGGACTCTCGAGTGGCGAACCTTCATAACTTGGTTCACTCCTTCCTGAACGGGACAAGTG

Kokokok kokokok | kokk Kok kokokokokokokokok kokokok kokok kokokokokokokokokokok kokokokk kK
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gil1015809739|ref|NM_001922.4]
gil170932474|ref|NM_010024.3]
gi|533117516|ref|XM_005374234.1]
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CTTTGCCACATTCAGCCGCCAATGATCCCATTTTTGTGETTCTTCATTCCTTTACTGATG
CCTTGCCACACTCAGCAGCCAACGACCCTGTGTTTGTGETCCTCCACTCTTTTACAGACG
CTCTGCCACATTCAGCCGCCAATGATCCTGTTTTTGTGETCCTTCACTCCTTCACTGATG

* Kokokkokkk kkkkok kkkkk Kk kK * kkkKkhkKkKK Kk kKk Kk kK Kkokk K

CCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATTTAATCCTCCTGCAGATGCCTGGCCTCAGGAGC
CCATCTTTGATGAGTGGCTGAAGAGAAACAACCCTTCCACAGATGCCTGGCCTCAGGAAC
GCATCTTTGATGAGTGGATGAAAAGATACAAGCCTGCTGCAGATGCCTGGCCTGAGGAGT

Kok kkokokkkkokkkkkokk kokkk okokk g s kk kkk ok kkokkkkokkkkkokkk kokkx

TGGCCCCTATTGGTCACAATCGGATGTACAACATGGTTCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTA
TGGCACCCATTGGTCACAACCGAATGTATAACATGGTCCCCTTCTTCCCACCGGTGACTA
TGGCACCCATCGGTCACAATCGAATGTATAACATGGTCCCTTTCTTCCCTCCAGTGACTA

hokkk kk kok kkokkkkokk  kk kkkokk kkokkkkokk  kk kkkokkkkok g okk | kokkkokok ok

ATGAAGAACTCTTTTTAACCTCAGACCAACTTGGCTACAGCTATGCCATCGATCTGCCAG
ATGAGGAGCTCTTCCTAACCGCAGAGCAACTTGGCTACAATTACGCCGTTGATCTGTCA-
ATGAGGAACTTTTTCTAACTGCAGACCAACTTGGCTACATTTATGCTATTGATTTGCCAG

KKK K KKk KKk KK * kK Kk Khkkk kKA kA kA KA KK KKK * Kk KKk * kKK kK Kk

TTCAGTTGAAGAAACTCCAGGTTGGCCCACAACTCTCTTAGTAGTCATGGGAACACTGG
—-—-—-—-GAGGAAGAAGCTCCAGTTTGGTCCACAACTCTCTCAGTGGTCATTGGAATCCTGG
TTCAGCTGAAGAAACTCCAAGTTGGACCACAATACTCTCGGTGGTGATGGGAACACTTG

* Kk kkkKk  Khkkkk khkkKk Khkkhkkk o kkkk kK kk kK kkkok * Kk K

TGGCTTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGTTGGCTTTTCTTCAATATAGAAGACTTCGAAAAG
GAGCTTTCGTCTTGCTCTTGGGGTTGCTGGCTTTTCTTCAATACAGAAGGCTTCGCAAAG
CGGCCTTGGTTGGTCTTTTTGTGCTGCTGATTTTCCTGCAGTACAGAAGGCTCCGCAGAG

*Kk Kk kK *Kk Kk ok ok kK Kk kkk kk kk kk kkkkk kk kK Kk Kk

GATATACACCCCTAATGGAGACACATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCCTAGG
GCTATGCGCCCTTAATGGAGACAGGTCTCAGCAGCAAGAGATACACGGAGGAAGCCTAGC
GATACACACCCCTCATGGAAACTCATTTAAGCAGCAAGAGATACACAGAAGAAGCTGAGG

* kK K kKK Kk KKKKK KKk K K Kk kkKkhkKAhkKhKAhKAhKAKRK Kk KAk KkK * K

GTGCTCATGCCTTACCTAAG
ATGCTCCTACCTGGCCTGA
GAGCTCAGGCCATACCCTAG-———————————————— - —— e ——————————————

GAAGAGGCTGGCCAAGCCACAGTT

“TGACGCTGACA

Likkkk Kk kK K
ATAAAGGAACTAATCCTCACTGTTCCTTCTTGAG-—---TTGAAGATCTTTGACATAGGTT
- CATCTTGAGACAGGTGGAACTCTTCAGCGTGTGCT
CTTCTATAGTGATGATGA---TCTCATTCAGAAGATGCTTAGCTGTAGTTTCCGCTTTGC

CTTTAGTAGTGATGATGATGATGCCTTAGCAATGACAATTATCTCTAGTTGCTGCTTTGC
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6 ZAVER

Literarni ptehled shrnuje informace z riznych zdroji ohledné molekularné gentické
podstaty zbarveni srsti u zvifat, pigmentace kiize a barvy vlast u ¢lovéka a pfindsi tak
prehled vSeho co se tyka této problematiky. Byl popsan molekularné geneticky zaklad
zbarveni a pigmentace, vyhledany zdroje o genech ovliviiujicich zbarveni a o mutacich,
které se vyskytuji u ¢lovéka a mysi. Uvadi také shrnuti problematiky genetickych
mutaci a u jednotlivych genti, které jsou popisovany, udava zndmé mutace, které maji
vliv na fenotyp. Na zakladé téchto informaci a tidaju z databdzi NCBI, Ensembl, MGI
a dalSich je pak v experimentalni ¢asti prace uvedeno porovnéni vybranych gentt TYR
a DCT u tfi zkoumanych druhd savct (Clovék, myS$ a cincila vinata), ke kterym je
vztazen i literarni piehled.

Co se tyka porovnani sekvenci genu TYR, tak ze vSech porovnavanych alignmentt
lze vyvodit konkrétni tvrzeni, a sice Ze pii pocatecnim kontrolnim srovnani predikované
mMRNA a celogenomového skenu ChiLanl.0 scaffold00013 ¢incily vlnaté u genu Tyr
bylo vysledkem pét 100% shodnych usekd. Tento vysledek potvrdil, Ze Tyr u Cincily
skute¢n¢ obsahuje pét exont, jak uvadi databaze NCBI. Dale pii srovnani predikované
MRNA Tyr u ¢incily a kompletni kodujici sekvence Tyr u mysi byl vysledkem jeden
shodny Usek, ktery po prozkoumani spojoval vSech pét exonti u obou druhd. Lze tedy
fici, ze mysi a ¢incili kodujici sekvence genu Tyr je shodnd z 83 %. Z porovnani
sekvenci genomu ¢lovéka a ¢incily, resp. jejich mRNA, 1ze vyvodit podobny zavér, tedy
7e se shoduji ve vSech péti exonech, a sice z 85 %. Pro kontrolu bylo provedeno i
porovnani sekvenci genu TYR clovéka a mysi a vysledkem byla opét shoda v péti
exonech, tedy v kddujici oblasti genu, tentokrat z 84 %. Lze tedy vyvodit zavér, ze
sekvence genti TYR vSech tii zkoumanych druht saved (Homo sapiens, Mus musculus a
Chinchilla lanigera) jsou si velice podobné.

Alignmenty genu DCT/TYRP2 byly provadény na stejném systematickém principu
jako u genu TYR v kapitole 5.1. Nejprve byl porovnan Usek celogenomového skenu
¢inéily s pravdépodobnym vyskytem sekvence s predikovanou mRNA Dct. Porovnani
potvrdilo existenci 8 exond a kazdy byl uveden v pfislusném vysledku (Range 1-8).
Alignment mRNA Dct u mysi a Gseku celogenomového skenu ¢in¢ily mél za vysledek
pouze jeden kratky usek shodny z 90 % s exonem 5 u mysSi. Pro¢ program nenaSel

i dal$i exony, neni jasné, protoze v dal$im porovnani mRNA mysi s predikovanou
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mRNA ¢Cincily byl vysledkem jeden shodny usek, ktery sumarizoval vSech 8 exoni.
Bylo tedy zjisténo, Ze kddujici oblast gent Dct je u mysi a ¢incily shodna z 82 %. Dale
byly porovnavany sekvence dopachrom tautomerazy u ¢incily a ¢lovéka. Pii porovnani
mRNA c¢lovéka a tseku celogenomového skenu Cincily s pravdépodobnym vyskytem
sekvence Dct byly vysledkem ¢tyfi useky. Podobné jako v pfedchozim alignmentu
nebyly nalezeny vSechny exony, opét z neznamého divodu. U nejdelSiho shodného
useku tohoto alignmentu bylo zjiSténo, ze ze 74 % odpovidd velice dlouhé casti
nekddujici oblasti exonu 8 u clovéka. Neni tedy dilezity a i kviali nizké shodé neni
V experimentalni ¢asti pfimo vyobrazen. Dalsi tii useky odpovidaly exonu 1, 2 a 8§ u
¢lovéka. Porovnani mRNA DCT c¢lovéka a predikované mRNA Dct u ¢incily prokéazalo
shodu v kédujici oblasti, protoze vysledkem byl opét jeden usek sumarizujici vSech 8
exonli po sobé a shoda kodujici oblasti byla 86 %. Zavérecné porovnani sekvenci
MRNA DCT c¢lovéka a mysi prokazalo stejny vysledek, tentokrat s 83% shodou.

Pro nazornou ukazku podobnosti v§ech tii sekvenci mMRNA ¢lovéka, mysi a Cindily
u obou geni TYR i DCT byl proveden spoleény alignment pomoci programu Clustal
Omega. Neuvadi procenticky, na kolik jsou si sekvence podobné, ale na zikladé
alignment z BLAST lze usuzovat, Ze U genu TYR bude podobnost v rozmezi 83-85 % a
u genu DCT 82-86 %. Fylogeneticky strom u obou vystupii experimentalni ¢asti prace
neni potieba uvadét, protoZze je vidét, Zze jsou si vSechny t¥i druhy ve zkoumanych
genech velmi blizké a nebyly by znéat velkeé rozdily.

Jednim z cili prace bylo ptivodné i nalezeni konkrétnich mutaci u ¢incil na zaklade
homologie se sekvencemi mysi a ¢lovéka, ale ukazalo se, Ze genom Cincily jesté neni
natolik exaktné prostudovany, aby bylo mozné pomoci nastroji pouzitych v této préci
provést analyzu s relevantnimi vysledky. Tato analyza spole¢né s navrzenim primert,
experimetnalnim ovétenim vysledkd na vzorcich z Zivych zvifat a podrobna analyza a
studie vystupi je vhodnym tématem pro pokracujici dizertaéni nebo jinou diplomovou

praci.
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Piiloha €. 1: Prehled mutaci TYR spojené s OCAlL

Néazev Zména nukleotidu Vliv na kédujici Exon Typ Etnikum
sekvenci
M1V A—>Gnal Met—Val na 1 EX1 OCAlA ?
M1T T—>Cna2 Met—Thrna 1 EX1 OCAlA  kavkazské
25delC Delece C na 25 Posunuti EX1 OCAlA kavkazské
53delG Delece G na 53 Posunuti EX1 OCAlA kavkazské
H19Q T—>Ana57 His—GIn na 19 EX1 OCAlA  kavkazské
P21S C—»Tna6l Pro—Ser na 21 EX1 OCAlA  kavkazské
D42G A—G na 125 Asp—Gly na 42 EX1 OCAlA kavkazské
G47D G—A at 140 Gly—>Asp na 47 EX1 OCAlA kavkazské,
hispanské,
marodti Zidé,
Kanérské ostrovy
S50X C—G nal149 Ser—Stop na 50 EX1 OCAlA  arabsti kiestané
R521 G—T na 155 Arg—lle na 52 EX1 OCAlA korejské
C35Y G—>Anal64 Cys—Tyr na 55 EX1 OCAlA  kavkazské
223delG Delece G na 223 Posunuti EX1 OCAlA kavkazské
R7TW C—T na 229 Arg—Trpna 77 EX1 OCAlB kavkazské
R77Q G—Ana 230 Arg—Gln na 77 EX1 OCAlA  japonské
E78X G—T na 232 Glu—Stop na 78 EX1 OCAlA kavkazské
WB80R T—C na 238 Trp—Arg na 80 EX1 OCAlA kavkazské
W80X G—A na 240 Trp—Stop na 80 EX1 OCAlA  kavkazské
P81L C—>Tna242 Pro—Leu na 81 EX1 OCA1l1A kavkazské
C89R T—C na 265 Cys—Arg na 89 EX1 OCAlA afroamerické
286insA Inzerce A za 286 Posunuti EX1 OCAlA kavkazské
G97R G—>Ana 289 Gly—Arg na 97 EX1 OCAlA  kavkazské
344delGA Delece GA na 344 Posunuti EX1 OCAlA pakistanské
R116X C—Tna 346 Arg—>Stop na 116 EX1 OCAlA  kavkazské
P152S C—T na 454 Pro—Ser na 152 EX1 OCAl1A  Zidé Askenazi
F1761 T—A na526 Phe—lle na 176 EX1 OCA1lA kavkazské
W178X G—>Ana533 Trp—Stop at 178 EX1 OCAlA afghanské
572delG Delece G na 572 Posunuti EX1 OCAlA kavkazské
A206T G—>Anab6l9 Ala—Thr na 206 EX1 OCA1l1A kavkazské
L216M T—A na 646 Leu—>Met na 216 EX1 OCAlA Kanérské ostrovy
649delC Delece C na 649 Posunuti EX1 OCAlA Zidé Askenézi,
sefardsti Zidé,
tuniské
R217G C—>G na 649 Arg—Gly na 217 EX1 OCAlA kavkazske
R217W C—T na 649 Arg—>Trp na 217 EX1 OCAlA  kavkazské




Néazev Zmeéna nukleotidu, pozice  Vliv na kédujici Exon Typ Etnikum
sekvenci
R217Q G—A na 650 Arg—Gln na 217 EX1 OCAlA kavkazské
W236X G—>Ana 707 Trp—Stop na 236 EX1 OCAlA africké
731delGT Delece GT na 731 Posunuti EX1 OCAlA kavkazské
G253R G—>Ana757 Gly—Arg na 253 EX1 OCAlA  Izraelsti arabi
V275F G—T na 823 Val—Phe na 275 EX2 OCAlB kavkazské
R278X C—T na832 Arg—Stop na 278 EX2 OCAlA Indo-pékistanské,
guyanske,
marod&ti Zidé
863delT Delece T na 863 Posunuti EX2 OCAlA korejské
L288S T—C na 863 Leu—Ser na 288 EX2 OCAlA kavkazské
C289R T—C na 865 Cys—Arg na 289 EX2 OCAlA kavkazské egyptské
E294K G—A na 880 Glu—Lys na 294 EX2 OCAlA marocké,
sefardsti Zidé
R299S C—Ana895 Arg—Ser na 299 EX2 OCA1B  kavkazské
R299H G—A na 896 Arg—His na 299 EX2 OCAlA kavkazskeé,
arabsti kiestané
929insC Inzerce C za 929 Posunuti EX2 OCAlA japosnké
L312v C—>Gna934 Leu—Val na 312 EX2 OCAlA  Hmong
P313R C—G na 938 Pro—Arg na 313 EX2 OCAlA  Hmong
T325A A—G na 973 Thr—Ala na 325 EX2 OCAl1B kavkazské
E328Q G—Cna982 Glu—GIn na 328 EX2 OCAlA Indo-pakistanské
S339G A—G na 1015 Ser—Gly na 339 EX2 OCAl1A  jamajské
F340L T—Cnal018 Phe—Leu na 340 EX2 OCAlA kavkazské
G346X G—T na 1036 Gly—Stop na 346 EX2 OCAlA kavkazské
IVS2-TT—>A T—A na 1037-7 Oblast spojeni IVS2 OCA1B kavkazské, marocké,
sefardsti Zidé
G346E G—A na 1037 Gly—Glu na 346 EX3 OCAlA kavkazské
A355P G—C na 1063 Ala—Pro na 355 EX3 OCAlA kavkazské
A355E C—Ana 1064 Ala—Glu na 355 EX3 OCAlA kavkazské
Q359X C—T na 1075 Gln—>Stop na 359 EX3 OCAlA  kavkazské
S361R C—Ana 1083 Ser—Arg na 361 EX3 OCA1B  kavkazské
H367Y C—T na 1099 His—Tyr na 367 EX3 OCAlA 2
M370T T—Cna 1109 Met—Thr na 370 EX3 OCAlA ?
N371T A—Cnalll2 Asn—Thr na 371 EX3 OCAlA kavkazské
T373K C—Anall18 Thr—Lys na 373 EX3 OCAlA  kavkazské
libyjsti Zidé
Q376X C—Tnall26 GIn—Stop na 376 EX3 OCAlA  Indo-pékistanské
Q378X C—Tnall32 GlIn—Stop na 378 EX3 OCAlA  kavkazské




Néazev Zména nukleotidu Vliv na kédujici Exon Typ Etnikum
sekvenci
S380P T—Cna 1138 Ser—Pro at 380 EX3 OCAlA kavkazské
N382K C—>Anall46 Asn—Lys at 382 EX3 OCAlA kavkazské
D383N G—A na 1147 Asp—Asn at 383 EX3  OCAlA kavkazské
1164delT Delece T na 1164 Frameshift EX3  OCAlA kavkazské
H390D C—>G na 1168 His—Asp at 390 EX3  OCAlA kavkazské
V393F G—T nall77 Val—Phe at 393 EX3 OCAlA kavkazské
S395N G—Analls4 Ser—Asn at 395 EX3 OCAlA kavkazské
R402G C—G na 1204 Arg—Gly at 402 EX4 OCA1B kavkazské
R402X C—T na 1204 Arg—Stop at 402 EX4 OCAlA kavkazské,
arabsti kiestané
R403S G—T na 120 9 Arg—>Ser at 403 EX4 OCA1A  kavkazské
H404P A—Cnal211 His—Pro at 404 EX4 OCAl1A  kavkazske
P406L C—Tnal217 Pro—Leu at 406 EX4 OCA1B kavkazské
G419R G—A na 1255 Gly—Arg at 419 EX4  OCAlA kavkazské,
indo-pékistanské
R422Q G—Ana 1265 Arg—Gln at 422 EX4  OCAl1B kavkazské
P431L C—>Tnal292 Pro—Leu at 431 EX4  OCAlA Indo-pékistanské
1314delCTTT Delece CTTT na 1314 Frameshift EX4  OCAlA kavkazské
1315del Substituce TTT za CC na Frameshift EX4  OCAlA ?
TTT—>CC 1315-1318
G446S G—>Ana 1336 Gly—Ser at 446 EX4 OCAlA  kavkazské
D4438N G—Ana 1342 Asp—Asn at 448 EX4 OCAlB kavkazské
Q453X C—T na 1357 GIn—Stop at 453 EX4  OCAlA  pékistanské
1467insT Inzerce T za 1467 Frameshift EX5 OCAlA ?
1501insC Inzerce C za 1501 Frameshift EX5 OCAlA kavkazské
Delece celé - - X1-5 OCAlA  Zidé Askenazi

koédujici oblasti

Zdroj: OETTING a KING (1999)



Priloha ¢&. 2: Piehled mutaci souvisejicich se zbarvenim srsti a jejich pleiotropni

efekty
Tabulka la: Mutace souvisejici se zbarvenim srsti a jejich pleiotropni efekty u
¢loveka
Gen Néazev Pleiotropni efekt Barva vlasu/kize Barva o¢i
EDN3 WS4 Kongenitalni megakolon Bilé vlasy, kozni Hypopigmentace
skvrny
EDNRB WS4 Kongenitalni megakolon, Bily pramen vlasti nad  Heterochromie
hluchota ¢elem, kozni skvrny
LYST CHS Imunodeficience, Stiibrné vlasy, bleda Svétla
koagulopatie, progresivni kaze
neurologicka dysfuknce,
hepatosplenomegalie
MITF WS2 Horsi sluch, kongenitalni Depigmentované ¢asti, Poruchy
hluchota hypopigmentace pigmentu
MYO5A GS1 Neuronova dysfunkce Stiibrné vlasy, -
¢aste¢ny albinismus,
svétlejsi kiize
OCA2 OCA2 Horsi ostrost vidéni, Svétlé zlaté vlasy, bila  Ofiskova nebo
nystagmus, strabismus nebo nartuzovéla kize  hnéda duhovka
PAX3 WS1 Hluchota, dystopia Bily pramen vlastinad  Heterochromie,
canthorum Celem, pied¢asné modréa barva
Sedivéni
RAB27A GS2 Vady imunitni homeostéze, Stiibfiteé Sedé vlasy, -
syndrom hemofagocytdzy Caste¢ny albinismus
SLC45A2 OCA4 Abnormality o¢ni bulvy Hypopigmentace vlasi  Zesvétlena
nebo kize
SNAI2 WS2 Ztrata sluchu - Heterochromie
SNPs genii Riziko Melanom Rutizné
ovl. zbarveni  rakoviny
SOX10 WS4 (WS2)  Hluchota, aganglionicky Bilé vlasy, Modra
megakolon depigmentované ¢asti
kiize
TYR OCA1 Redukce ostrosti vidéni, Typ A: bilé vlasy, Transparentni
nystagmus riazovo-bila ktize duhovka

Pievzato z: REISSMANN a LubwiG (2013)



Tabulka 1b: Mutace souvisejici se zbarvenim srsti a jejich pleiotropni efekty u mysi

Gen Néazev Pleiotropni efekt Barva srsti, kize Barva oci
ASIP Lethal yellow, Obezita, hyperglycemie, Zluta Tmava
viable yellow, hyperinzulinemie, vyssi citlivost
lethal non-agouti  na hyperplazii, karcinogeneze
ATRN Mahogany Vliv na obezitu Ztmaveni -
EDN3 Lethal spotting Aganglionicky megakolon, letdlni  Bilé te¢kovani Tmava
EDNRB Piebald spotting ~ Aganglionicky megakolon, letdlni  Bilé teckovani -
KIT Dominant white, ~ Makrocytarni anémie, sterilita, Bila Cerna
white spotting letalni
KITLG Steel, steel panda  Makrocytarni anémie, sterilita, Zesvétlena srst, bilé Cerna
letalni teékovani, bila
LYST Beige Akumulace obfich lysozom, Zesvétlena srst -
abnormalni krvaceniny
MCOLN3 Varitint-waddler  Letalni, hluchota Nedostatek -
pigmentace
MGRN1  Mahoganoid Vliv na obezitu Ztmaveni -
MITF Black-eyed white  Mikroftalmie, hluchota, Bil4, bilé skvrny Cerna,
osteopetroza zesvétlena
MYO5A Dilute Neurologicka porucha, letalni Svétla -
OCA2 Pink-eyed Abnormalni spermiogeneze a Plava Svétla
dilution angiogeneze
OSTM1  Grey lethal Osteopetroza, letalni Seda -
osteopetrosis
PAX3 Splotch Rozstép patete, exencefalie, Bile te¢kované bticho -
letalni
RAB27A  Ashen Defekty krevnich desticek Zesvétlena srst -
RAB38 Chocolate Tenéi RPE (pigment. epitel Redukce pigmentu,
sitnice) a IPE (pigment. epitel skvrny
duhovky)
SLC24A5 OA Defekty oka, ten¢i RPE a IPE Zadny viditelny vliv ~ Bleda
SNAI2 Slugh Hyperaktivita, krouzivé chovani,  Svétla srst, bild -
gonadalni a hematopoietické skvrna na Cele,
defekty depigmentované
bticho, ocas a tlapky
SOX10 Dominant Aganglidza, letalni Bila hlava, skvrny na -
megacolon btise
TYR OCAl Abnormality funkce sitnice, ztrata  Bil4, albino Cervena

fotoreceptort

Pievzato z: Pfevzato z: REISSMANN a LUDWIG (2013)



Piiloha €. 3: Vybrané mutantni alely u klonovanych mysi s popisem funkci

Vv pigmentaci a dalSich zmén v organismu spojenych s mutacemi.

Symbol Lokus u mysi Funkce a efekt v pigmentaci
Acd Adrenokortikalni dysplazie Hyperpigmentace kiize, nemoci organti
Adam17 Adam17 Nepravidelna pigmentace vlasi a srsti
Adamts20 Belted (bt) Bederni bily pas
Arcnl Archain 1, nurl7 Ztedéné zbarveni srsti (neurologické defekty)
Dock7 Dedikéator cytokineze 7, misty Hypopigmentace, mistni bilé teckovani, malo pigmentu na
(m), moonlight (mnlt) btichu a packach
Edn3 Endotelin3, lethalspotting (Is) Bilé te¢kovani, neuralni defekty
Ednrb Piebaldspotting (s) Bilé te¢kovani, neuralni defekty
Egfr Receptor ristového faktoru Tmava pokozka (stejné jako Krt2 a dalsi)
pokozky, dark skin 5 (dsk5)
Fagfr2 Receptor 2 ristového faktoru Svétla pokozka, mnoho defektt
fibroblast
Gnaq Dark skin 1 (dsk1), dark skin 10 Tmava pokozka, hyperproliferace melanocytti
(dsk10)
Gpc3 Glypican 3, tmtArge Dominantni distalni a ventralni te¢kovani
Kit dominant white-spotting (W) Bilé teCkovani, anemie, nedostatek terminalnich bunék
(stejné jako kitl/steel/Sl)
Kitl Steel (sl) Bilé te¢kovani, anémie, nedostatek germinalnich bunék
Mcoln3 Mucolipin 3, varitint-waddler Redéna a bila barva srsti, defekty v chovani
(Va)
Mitf Microphtalmia (mi) Bilé teckovani, malé ¢i chybéjici oci, vliv na diferenciaci
melanocyti
Recql4 RecQ protein-like 4 Zpomaleni riistu, abnormality kiiZe se vzory ¢i bez barvy,
predcasné Sednuti srsti
Sema3c Semaphorin 3C Hypopigmentace kize, ektopicky pigment ve vnitfnich
organech
Tub Tubby kandidatni gen Obezita, abnormality o¢i a usi

Pievzato z: OETTING (2011)

Na konstrukci melanosomti maji vliv alely pearl (pe), mocha (mh), cappuccino

(cno), sandy (sdy), pale tremor (plt), pale ear (ep), cocoa (coa), light ear (le), ruby-eye

(ru), beige (bg), muted (mu), pinkeyed-dilution (p), chocolate (cht), gunmetal (gm) nebo

buff (bf). Nazvy alel odpovidaji vétsinou vyslednému fenotypu jedince s timto genem

amaji vliv na biogenezi organel,

melanosomti a dalSich komponent. Na vznik

melaninovych pigmenti maji kromé jiz zminovanych alel také Tabby (Ta), Drd2

(receptor dopaminu 2), Ostml (grey-lethal, Gl) a dalsi, které ovliviiuji morfogenezi



zubu a srsti, funkci feomelaninu ¢i zplisobuji ztmaveni agouti fenotypu. Geny Atp7a

(mottled, mo) a Atp7b (toxic milk, tx) ovliviiuji transport médi (OETTING, 2011).

Priloha ¢&. 4: Vybrané mutantni alely u neklonovanych mysi s popisem funkci

Vv pigmentaci a dalSich zmén v organismu spojenych s mutacemi.

Symbol  Lokus u mysi Funkce a efekt v pigmentaci
Alm anterior lenticonus with Vliv na o¢i, srst a dalsi
microphthalmia (Alm)
ao apampischo Ztrata srsti, znovu naroste tmavéjsi
baw black and white Bilé bficho, na hibeté roztrousené bilé chlupy
bt2 belted 2 (bt2) Bily pas
Crm cream Samci a homozygotni samice maji svétle zluty nadech barvy
srsti, zatimco heterozygotni samice maji zluty vzor v srsti
Crsp cryptorchidism with Ovliviiuje pigment kiize a srsti a sam¢i reprodukeni systém
white spotting (crsp)
dds dorsal dark stripe Dorzalni tmavy pruh
fc flecking Skvrny na hlavé a bfichu
Fk Fleck Bilé bticho, ocas a nohy
rg rotating Vyvoj nervil a ucha, obcas bilé skvrny na bfichu
m Roan Mikro-skvrny po celém téle
Shmu shamu Bilé nohy, skvrny na bfichu a hlavé
Ska7 skeletal/axial 7, big toe, ~ Velka skvrna na btichu, defekty kostry
SkamQ7Jus, the claw
smk smoky Seda srst (recesivni homozygoti), defekty reprodukéniho
systému
Ts Tail-short Skvrnité biicho, zmény v kostte, krvi, ristu
Vss variable spot and size Ruzna skvrnitost bficha, mala velikost
wn white nose Bily nos, pruh na bfichu
Witgr wavy tiger Pruhovana a vinita srst, defekty reprodukéniho systému

Pievzato z: OETTING (2011)

Na funkci melanocyti maji vliv napiiklad alely brownoid (brwd), cream (Crm),
dilution Japan (dj), dilution Peru (dp), platino (plto), powder, sepia (sea) nebo titanium
(titanm), které zesvétluji barvu srsti. Na funkci eu- a feomelaninu maji vliv naptiklad
alely dark (da), golden (gdn), grizzled (gr), grey intense (gri), umbrous (U) nebo yellow
mottled (Ym). Déle existuje tada alel, které ovliviuji vysledny fenotyp, ale neni u nich
znédm vliv na jiné funkce v organismu, napiiklad Dominant lightened pigment 1-3, faded

(fe), Fawn (Fn) nebo London grey (Igr) (OETTING, 2011) .



