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Detekce mutace genu HSF4 zpusobujici hereditarni kataraktu u
ovcackych psi

Abstrakt

Hereditarni katarakta patii mezi jedno znejcastéjSich onemocnéni oci
U ovCackych plemen psti. Jedna se o zdvazné onemocnéni, které zptisobuje zhorseni
zraku psa. Pii zanedbani mize vést az ke slepoté. Hereditarni katarakta se projevuje
bilateralnim zakalem oka. Pribéh onemocnéni je rtizny a pocatek nemoci miize
nastat v jakémkoliv véku psa.

Vznik katarakty mutze byt disledkem jiné o¢ni vady nebo poranénim oka.
V tomto piipad¢ se jedna o sekundarni kataraktu. Primérni katarakta je fizena geny.
Kandidatnim genem pro vznik hereditarni katarakty je gen HSF4.

Tento gen hraje dileZitou roli v imunitnim systému. Koduje proteiny tepelného
Soku, které¢ chrani buiku ptfed nepfiznivymi vlivy vnéjSiho prostiedi, jako jsou
napiiklad vysoka teplota nebo UV zéfeni. Kromé toho se také podili na vyvoji vldken
o¢ni coCky. Mutace v exonu 9 genu HSF4 zpiisobuje degradaci téchto vldken a tim
vzniké Sedy zékal.

Hereditarni katarakta je zavazné onemocnéni, které se Casto 1éCi chirurgicky
implantaci o¢ni ¢ocky. Proto je dulezita v¢asna diagnostika a vytazeni postiZzenych
jedincti z chovu, aby nedoslo ptenosu onemocnéni do dal§i generace. Detekci mutace
genu HSF4, zpisobujici kataraktu se zabyvam v mé diplomové praci.

Jako vhodnou metodu pro detekci mutace genu HSF4 byla zvolena fragmentacni
analyza. Mutace spocCiva v inzerci jednoho nukleotidu C. Fragmentacni analyza
dokéze velmi presné urcit délku amplifikovaného fragmentu a umoZziuje odlisit
I fragment lisici se pouze v jedné bazi.

V praktické casti bylo vySetfeno celkem sto vzorkll psli plemen australsky
ovCak, némecky ovcak, border kolie a dlouhosrsta a kratkosrsta kolie. Pouze jeden
pes byl vyhodnocen jako pienaSe¢ hereditarni katarakty. Jednalo se o psa plemene
australsky ov¢dk Tii vzorky psti nebylo mozné vyhodnotit, nejspise z divodu
Spatného odbéru vzorku nebo degradace DNA. Zbytek vySetfovanych pst
(96 vzorki) byl vyhodnocen jako zdravy jedinec.

Klicova slova: Hereditarni katarakta, ovéacky pes, HSF4, fragmentacni analyza



The Detection of the gene HSF4 mutation causing hereditary cataract with

shepherds dogs.

Summary

Hereditary cataract belongs amongs the most common diseases of the eye with
the shepherd dog breeds. It is a very serious disease, which causes the deterioration
of sight of the dog. With the neglection can the illness cause even blindness.
Heteritary cataract manifests itself with bilateral turbidity of the eye. Course of the
ilness differs and the beginning of the sickness can start at any age of the dog.

The formation of the cataract can be the result of another eye disease or the in

jury of the eye. In this case it is a secondary cataract.Primary cataract is directed
by genes. Candidate gene for the formation of the hereditary cataract is the HSF4
gene.

This gene include an important role in the immunity system. It encodes proteins
of the thermal shock, that protects the cell from adverse effects of the outer
environment, like high temperatures or UV rays. Besides that it also cantributes to
the development of the eye lens fibers. Mutation in the exon of the gene HSF4 causes
the degradation of these fibers, hence cataract.

Hereditary cataract is a serious illness, which must be cured by surgical
implantation of the eye lens. Therefore, timely diagnosis and decommission of
affected individuals from the breed, that the transfer of the ilness to the next
generation will be prevented. | deal with the detection of a mutation in the HSF4
gene causing cataracts in my diploma thesis.

| have chosen the fragment analysis as the most suitable method for detection of
the mutation in the gene HSF4. The mutation is in the insertion of one nucleotid C.
Fragment analysis can determine very precisely the mass of the DNA molecule and
permits to differ even a fragment, which differs only in one base.

In the practical part of the thesis were examined 100 samples of the dogs of
breeds australian shepperd, border collie, german shepherd and long ans short haired
collie. Only one of the dogs was evaluated as the carrier of the hereditary cataract. It
was the dog of the australian shepperd breed. Three of the samples were
non-evaluable, caused by wrong sampling or degradation of the DNA. The rest of the

evaluated dogs (96 samples) were healty.

Keywords: Hereditary cataract, shepherd dog, HSF4, fragment analysis.
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1 Uvod

Pes hraje dulezitou roli v zivoté ¢lovéka jiz od nepaméti. Pravdépodobné se pes
vyvinul z vlka, kterého zacali lidé odchytavat. Jejich Stéhata se snazili vychovavat
tak, aby chranila jejich obydli a stada. Postupem ¢asu se uloha psa ménila. Nejdiive
byl vyuzivan ptedevsim k lovu, praci s dobytkem a ochrané majetku. Pozd¢&ji zacal
byt pes vyuzivan i jako spole¢nik. Se zménou vyuziti se liSily 1 naroky na vlastnosti
a vzhled psa. Vznikala tak nova, moderni plemena psu.

Vlivem Slechténi se zacala u psti hromadit geneticky podminéna onemocnéni.
Hereditarni katarakta patii mezi jedno z necastéjSich onemocnéni o¢ni ¢ocky, které
muze vést az k slepoté psa. Béhem poslednich let doslo k rozsiteni dédi¢né formy
katarakty mezi ov¢ackymi plemeny psu. Pfedev§im u australského ovcaka, border
kolie, némeckého ovéaka a kratkosrsté nebo dlouhosrsté kolie. Na tato plemena jsem
se z diivodu nejcastéjsiho vyskytu zaméftila ve své diplomové praci.

Mechanismus vzniku katarakty neni doposud zcela znam. MiZze se jednat
0 sekundarni projev jiné o¢ni vady, jako je napiiklad zeleny zakal, nebo mulze
vzniknout jako dusledek poranéni oka. Tato forma katarakty neni ovlivnéna geny
aneni prenaSena z generace na generaci. Vznik primarni katarakty je disledkem
genetické mutace.

Dle studii je kandidatnim genem pro vznik katarakty gen HSF4, ve kterém muzZe
dojit v oblasti exonu 9 Kk inzerci jednoho nukleotidu C. Tato mutace ma za nasledek
naruseni vlaknitych bunék o¢ni ocky, které muize vést az k jejich terminaci.

K projevu onemocnéni muize dojit v jakémkoli v€ku psa. Pribéh a pfiznaky
katarakty se u kazdého jedince li$i. VétSinou probiha bilaterdlné, ale ve vyjimeénych
ptipadech miize probihat i jednostranné. Jedina doposud znama 1écba je operace oka.

Aby se predeslo Sifeni hereditarni katarakty je zapotiebi podchytit a vytadit
z chovu postizené jedince a prenasece. Jedince, u kterych se nemoc neprojevuje, ale
mohou ji prenaset do dalsi generace. Protoze se jedna pouze 0 inzerci jednoho
nukleotidu, je obtizné ur€it rozdil mezi normdlni a mutovanou alelou. Pro detekci
mutace byla zvolena detekce pomoci fragmentaéni analyzy. Jedna se o citlivou
a spolehlivou metodu, kterd ptesné urcuje délku fragmentd.

Molekularni metody jsou Vtomto piipadé nejspolehlivéjsi pro odhaleni
hereditarni katarakty. Dale je moZzné provést vySetieni ocni CocCky, které vsSak

neumoznuje odhalit skrytého pienasece.



2 Literarni reSerse

2.1 Charakteristika ovédackych plemen psii

Lidé zacinali s domestikaci psa pted vice nez 15 000 lety. V té dob¢, kdy jesté
kocovali, se k jejich obydli zacali stahovat vlci, ktefi se pfizivovali na zbytcich. Lidé
zacCali odchytavat Sténata vlka a snazili se je vychovat tak, aby chranila jejich stada
a jejich piibytky (Fogle, 1999).

Bylo nalezeno i mnoho dikazi, ze pes se stal dulezitou soucasti lidského zivota.
Jedna se 0 zkamenéliny domestikovaného psa. Jejich staii se odhaduje na 10 000 —
35000 let, kosti zdomacnélého psa z doby kamenné a uméleckd dila vytvotfena
¢lovékem v podobé malych sosek nebo jeskynnich maleb (Taylor, 1994).

Zpusob zivota ¢lovéka se neustale ménil a s nim i pozadavky na psy. Pfiblizné
pted dvéma desitkami let prodé¢lal vyraznou proménu zpisob chovu ovci na naSem
uzemi. Bylo zapotiebi stado nejen obrénit, ale také se stddem pracovat, aby ziistalo
pohromad¢. Kiizenim loveckych plemen vznikla skupina ovéackych psi. Tito psi
spliiovali vSechny pozadavky pro praci sovcemi. Jsou to psi bystii, vytrvali,
houZevnati, mohou pracovat dlouho a za kazdého pocasi, jsou poslusni a pracuji
s chuti (Horak, 2012).

Do skupiny ovéackych plemen pst spadaji dva rizné typy psi. Psi pastevecti
apsi honacti, kteti se od sebe li§i nejen vzhledem, ale i svym poslanim. Psi
pastevecti maji za kol stddo ohlidat a stieZit pfed nebezpec¢im, zatimco psi honacti
se pouzivaji pro praci se stddem-udrzuji stddo pohromadé, zabéhlé kusy privadé;i
zp&t a nahanéji ovce z pastvy do ohrady. Typickymi znaky pro ov¢acka plemena psu
jsou klinovy tvar hlavy a vzpiimené usni boltce trojuhelnikovitého tvaru. Jsou to

rysy, které dokazuji vyvoj domestikovaného psa z vlka (Cisafovsky, 1995).

2.1.1 Australsky ovcak

Historie plemene australsky ovc¢ak zacina koncem 19. stoleti. V této dobé
zaCinali Baskové migrovat do Australie, kam kvuli vysoké poptavce po viné
pfesouvali pocetna stada ovci. Psi, ktefi Basky doprovazeli, aby ochranily jejich
stada, se vzhledem i1 povahou velmi podobala australskym ovcakim tak, jak je zname
dnes. Kfizenim s mistnimi plemeny vzniklo plemeno, které se dostalo do Spojenych

statli americkych. Zde bylo plemeno oficialné registrovano (Hartnagle-Taylor, 2013).
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Diky své povaze se stali oblibenymi psi mezi kovboji, které¢ doprovazeli pti
nahanéni stad. Zvladnou bez problému bézet vedle koné, nikde se netoulaji a nemaji
sklony k pytlaceni. Do Evropy se dostali spole¢né s kovboji, ktefi si tyto psy privezli
sebou spole¢né s konmi z USA (Krdamer, 1996).

2.1.11 Charakteristika plemene

Télo australského ovéaka je lehce obdélnikového tvaru (o malo del$i nez vyssi).
Tito psi maji rovny hibet, zdd’ se mirn€ svazuje. Jsou pevni a svalnati, bez znamek
tézkopadnosti. Kostra je stfedni velikosti, v dospélosti psi dosahuji vysky 51-58 cm
a feny 46-53 cm. Ocas je bud’ ptirozené dlouhy, kratky nebo kupirovany (Verhoef-
Verhallen, 2010).

Srst australského ovc¢aka je polodlouhd, mize byt rovna i vinita. Hustota zavisi
na ro¢nim obdobi a na klimatickych podminkach. Charakteristicky je pro plemeno
limec, ktery byva mohutnéjsi u psti nez u fen. Zbarveni srsti miize byt blue merle, red
merle, Cisté ¢ernd nebo hnéda. Mohou se vyskytovat bilé znaky nebo paleni v oblasti
ttisel, hrudi, koncetin, spodni strany Cenichové a limce. Na hlavé muze byt bila
lysina rozsifena ze spodni strany téla (Cisafovsky, 2008).

Zbarveni o¢i je hnéd¢, ambrové nebo modré. U vicebarevnych jedinci se
vyskytuji i kombinace téchto barev, kdy maji psi o¢i z ¢asti modré (Kramer, 2010).

Australsky ovcak je pes temperamentni a vytrvaly. Je velmi inteligentni a lehce
cvicitelny. K cizim lidem je rezervovany, velmi ¢asto byva fixovany na svého pana
ajeho rodinu. Svého pana velmi rad hlida. Vzhledem k temperamentu a snadné
ucenlivosti plemene je australsky ov€ak vhodny do riznych disciplin psiho sportu.
Na obrazku 1 je vidét typicky jedinec plemene australského ovcéaka. (Verheof-
Verhallen, 2010; Kramer, 1996).
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Obr. é: 1: Typicky zdstupce plemene australského ovidka zbarveni red merle (Autor:
HANZLOVA, 2012; Australsky ov¢ak. https://www.ifauna.cz/upload/clanky/photos/gallery/2
01809/6139-australsky-ovcak 15556346855283.jpg?ver=1555634685).

2.1.2 Némecky ovcik

Plemeno némecky ovcak mé ptivod v Némecku, kde je chov ovéackych plemen
pst dlouholetou tradici. Dfive bylo hlavnim ukolem psa ochranit stddo pied velkymi
Selmami, jako jsou medvédi, rysi a vici. Po vélce, kdyz se otevieli hranice s okolnimi
staty, doSlo témét k vyhubeni téchto Selem. Hlavnim posldnim ovcackych pst uz
nebylo chrénit stado, ale drzet jej pohromadé ve vymezenych prostorach. Uz nebylo
zapotiebi psii s velkou konstituci, ale psi lehci, vytrvali a pohyblivi (Soukupova,
2006).

Vyznamny kynolog Max von Stephanitz mél jasnou piedstavu, jak by takové
plemeno mélo vypadat a jaké by mélo mit vlastnosti. Dlouholetym Slechténim doséhl

cile a vyslechtil nové narodni plemeno ovcaka (Soukupova, 2006).

2.1.2.1 Charakteristika plemene

Télo némeckého ovcaka je obdélnikového tvaru. Je piiblizn€ o 10-17 % delsi
nez je kohoutkova vyska. Hibet je silny a rovny, zdd’ se pomalu svazuje. Ocas
je svéSeny a dlouhy, saha nejméné k hlezennim kloubtim. Hrud’ je hluboka, Zebra

dlouh4 a dobie tvarovana. Plemeno je stfedni velikosti. Psi dosahuji kohoutkové

vysky 60-65 cm a feny 55-60 cm (Cunliffe, 2004).
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Srst némeckého ovcéaka je hustd, rovna a tvrdd. Chlupy jsou delsi na limci,
ocasu, kalhotach a zadni stran¢ koncetin. Na obli¢eji a pfednich stranach koncetin
jsou chlupy krats$i. Vyskytuji se i dalsi varianty typu srsti, ty jsou ale nezadouci.
Chlupy jsou delsi, nepiiléhavé a srst je pfili§ jemna. Casto chybi podsada. Zbarveni
srsti je cerné s Cervenohnédymi, hnédymi nebo zlutymi znaky. Némecky ovcak mize
byt také cely Cerny, Sedy nebo Sedy s Cesnym sedlem a maskou. Bil¢ znaky jsou
nezadouci. Nos musi byt vzdy ¢erny. Podsada je vzdy lehce naSedla (Samms, 1999)

Némecky oveak je velmi inteligentni pes, ktery rad pracuje. Siln¢€ se fixuje
na svého pana. Ostrazit¢ pozoruje jeho okoli a je pfipraven branit jeho obydli,
majetek i rodinu. Ma vynikajici €ich a diky hustot¢ srsti je odolny viéi nepiiznivému
pocasi. Vzhledem ke své povaze se jedna o plemeno, které se vyuziva v armadé
au policie pii vyhledavani drog. Mize se také vyuzivat v psich sportech a jako
spole¢nik pro aktivné zalozené lidi. Typicky némecky ovcak je na obrazku 2

(Verhoef-Verhallen, 2010).

»
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Obr. & 2: Typicky zastupce plemene némeckého oveaka (Autor: NOHELOVA, 2014;
Némecky ovéak https://www.ifauna.cz/upload/clanky/photos/gallery/201809/6958-nemecky-
ovcak_15556375138828.jpg?ver=1555637513).
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2.1.3 Border kolie

Plemeno border kolie vzniklo v Northumberlandu: je to misto, kde se nachazi
hranice mezi Anglii a Skotskem. Odtud si také nese své jméno. Border znamena
v prekladu hranice. Tito psi byli vySlechténi za ucelem hlidani a paseni
hospodaiskych zvitat, zejména ovci. VSechny border kolie jsou potomky psa, ktery
se jmenoval Old Hemp. Old Hemp byl pes chytry a klidny. Jeho majitel Adam Telfer
ho vyuzival k praci s ovcemi. Byl znamy jako nejlepsi pastevecky pes v okoli.
Border kolie se stala popularni az na konci 19. stoleti, kdy Old Hemp Vv roce 1984

poprvé slozil pasteveckou zkousku (Singer, 2011).

2.1.3.1 Charakteristika plemene

T¢lo border kolie je obdélnikového ramce, délka téla je o néco vétsi nez jeho
vyska. Krk je kratS$i ale dobie svalnaty a silny. Trup je atleticky. Ocas nizko
nasazeny. Pohyb border kolie plsobi plynule a netinavné. Tito psi maji drobné
proporce. Psi dosahuji kohoutkové vysky 50-55 cm a feny 47-52 cm (Price, 2014).

Srst border kolie je stfedni textury, tvofena mékkou a hustou podsadou, diky
které jsou schopné odolavat i nepfiznivym vng&$im podminkdm. Délka srsti
se vyskytuje ve dvou variantach. Kratka srst, ktera je ocefiovana predevsim u jedincti
vyuzivanych pfi praci a dlouha srst, ktera je vyZadovana u border kolii na vystavach.
Barva srsti mlZze byt rizna, nikdy vSak nesmi prevladat bila barva. Nejcasté;si
zbarveni je Cernobilé (FCI standart, 2009).

Povaha border kolie odpovida zptusobu vyuziti, ke kterému bylo toto plemeno
vyuZzito. Jsou to psi Zivi, pozorni inteligentni a hlavné poslusni. Nesmi vykazovat
zadné znadmky agresivity. V dnesni dob¢ se stala border kolie i oblibenym domécim
mazlickem. Vzhledem k temperamentu je nutno co nejvice zaméstndvat. Své
uplatnéni nachdzi napftiklad v agility, kdy psi pfekondvaji rizné piekazky nebo
caniscrossu, kde doprovazeji své majitele pti béhu riznym terénem. Na obrazku 3
je typicky zastupce border kolie s ¢ernobilym zbarvenim, které se u toho plemene

vyskytuje nejcasteji (Tucimova, 2020).
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Obr. ¢ 3: Fena plemene border kolie s ¢ernobilym zbarvenim. Jedna se o nejcastéjsi
zbarveni  jedinci  tohoto  plemene  (zdroj: POLAKOVA, Border  kolie
http://www.sweetcavaliers.cz/images/Yaminka_SV2.jpg).

2.1.4 Dlouhosrsta/kratkosrsta kolie

Ptivod kolie neni doposud zcela znam. Existuji dvé teorie 0 vzniku plemene.
Podle prvni teorie bylo plemeno na Britské ostrovy zavleceno s ptistéhovalci. Dalsi
teorie predpoklada vznik Slechténim loveckych pst ve Skotsku. Jisté ale je, ze
ze Skotska bylo plemeno pievezeno do Anglie. V Anglii byly kolie dale Slechtény az
do podoby, ve které je zname dnes. Na rozSifeni plemene mé velky podil krdlovna
Viktorie, kterd si pii své cest¢ na Balmoar kolie oblibila a chovala ve vSech
barevnych variantach. Pozdé&ji doSlo k rozdéleni kolii na dvé tiidy. Kratkosrsté

a dlouhosrsté kolie, které se 1isi v délce srsti (Moore, 2001).

2.1.4.1 Charakteristika plemene

Vsechny casti téla kolie jsou ve spravném poméru k celku, trup je jen nepatrné
delsi, nez je vyska v kohoutku. Stavba téla je silnd, bez znamek téZkopadnosti. Hibet
je pevny, zad’ mirn¢ klenuta. Ocas je dlouhy, nizko neseny. Vzdy ale musi mit

zvednutou Spicku. Pro kolie je charakteristicky pohyb, ktery musi byt vzdy jisty,
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lehky a plynuly. Psi dosahuji kohoutkové vysky 56-61 cm a feny 51-56 cm (FCI
standart, 2009).

Délka srsti kolii je bud’ kratkd, nebo dlouha, hrubé na dotek. Psi s dlouhou srsti
si nasli oblibu pfedev§im kvili svému vzhledu. Psi s kratkou srsti nikdy nepfisli
do moédy. Byly vyuzivany piedevsim pro praci s dobytkem. Svou oblibu si nasli az
Vv poslednich letech diky své nendroCnosti a skvélym vlastnostem, diky kterym
vynikaji v psich sportech. Nejcastéjsi zbarveni srsti kolii je blue-merle, white sable
a trikolor (Kramer, 2002).

Kolie je pes, ktery je inteligentni a ucenlivy. Zaroven je velmi citlivy, Spatné
snasi hrubé zachazeni. Povaha kratkosrsté kolie se liSi v temperamentu, ktery je
o néco vetsi nez u kolie dlouhosrsté. Obé tato plemena jsou velmi citové vazana
na svého pana a jeho rodinu, maji dobry vztah k détem. Rozdil mezi dlouhosrstou
a kratkosrstou kolii je vidét na obrazku 4 (dlouhosrsta kolie) a na obrazku 5
(kratkosrsta kolie) (Krdamer, 2002).

‘ § y ) . i"o wy A g ) ) e
Obr. ¢ 4: Fotografie dlouhosrsté kolie (Zdroj: Kucerikova, 2015; Erny Gold Coll-Kony
— P http://www.collie-sheltie-club.cz/userFiles/klubovi-sampioni-krasy/erny-gold-coll-
kony.jpg
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Obr. ¢. 5: Stavba téla kratkosrsté kolie je stejna jako u kolie dlouhosrsté. Lisi se pouze v
délce  jejich srsti (Zdroj: DOBROVSKA, 2016; Kolie  kratkosrsta
https://www.ifauna.cz/upload/clanky/photos/gallery/201809/7790-kolie-
kratkosrsta_15556406627350.jp

2.2 Genom psa

Pes domaci je jiz dlouho predmétem pozornosti védcl. Na rozdil od ostatnich
modelovych organismt bylo velice obtizné odhalit geneticky zaklad pro urcité
fenotypové vlastnosti, jako jsou barva a struktura srsti, chovani, velikost a dalsi
morfologické znaky. Ty se totiz vyrazng 1isi u jednotlivych plemen. U psa se navic
vyskytuje fada symptomil nemoci, které se objevuji i u lidi. U ostatnich modelovych
organismi je vyskyt téchto nemoci vyrazné nizsi. Pes domaci se tak stava dilezitym
prvkem pro studium lidskych genetickych chorob (Wayne a Ostrander, 2007).

Psi genom byl poprvé osekvenovan vroce 2003 americkou instituci The
National Human Genome Research Institute (NHGRI). K vyzkumu byl pouzit
vzorek DNA feny boxera Tashy. Toto plemeno bylo vybrano z divodu vysoké
proSlechténosti. Predpokladala se vysoka geneticka homogenita. Po porovnani
s ptedchozimi rozbory se ukdzalo, Ze je genom Tashy témét univerzalni i pro ostatni
plemena (Guyon a kol., 2003).

Genom psa je velky piiblizné 2,4 miliardy bazi. Geneticka informace se nachazi

na 78 chromozomech - 38 paru akrocentrickych autozomii a 1 par pohlavnich
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chromozomtl. U feny jsou pohlavni chromozomy XX a u psa XY. Na obrazku 6 a na
obrazku 7 je uveden typicky karyotyp psa (Reimann a kol., 1999).

Pfi porovnani s lidskym genomem je genom psa piiblizn€ o 18 % mensi nez
genom Clovéka. Pocet geni je také nizsi. Uvadi se, ze psi genom obsahuje 20 439
genu. To je ptiblizné pouze 5 % z celkové DNA. Zbytek DNA je nekodujici (Dostal,
2007).
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Obr. ¢ 6: Metafazové stadium v mitdze (zdroj: BREEN, 2018. Canine Karyotpye
https://www.breenlab.org/img/chromo_prep.jpg)
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Obr. ¢ 7: Karyotyp psa metou FISH (zdroj: BREEN, 2018. Canine Karyotpye
https://www.breenlab.org/img/chromo_prep.jpg)
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2.2.1 Gen HSF4

Gen HSF4 (heat shock transcription factor 4) se u psu v zavislosti na plemeni
nachazi na chromozomu 5 nebo 13. Napiiklad u stafordsSirského bulteriéra byl gen
HSF4 mapovan na 5. chromozomu (Mellersh a kol., 2006). U ov¢ackych plemen psi
se nachazi na 13 chromozomu (Ricketts a kol., 2015).

Pati do skupiny gent nazyvajici se transkripéni faktory tepelného Soku, ktera
aktivuje geny zodpovidajici za expresi proteini tepelného Soku (HSP). HSP jsou
produkovany, pokud je bunka vystavena stresovym podminkam, jako jsou napiiklad
tepelny Sok, UV zéfeni, tézké kovy, chlad, volné radikaly nebo bakterialni ¢i virova
infekce. Tyto proteiny jsou dulezité pro ochranu bun¢k pied jejich poskozenim (De
Maio, 1999; Smaoui a kol., 2004).

HSP jsou produkovany ve vSech organismech v riznych subcelularnich
kompartmentech. Patii do skupiny protein nazyvané molekularni chaperony.
Funkce chaperonti je regulace proteosyntézy. Vazou se na nové vznikly peptid
a napomahaji ke spravnému slozeni do trojrozmérného tvaru. Vznikne-li Spatné
sloZzeny protein, chaperony ho dok4Zou rozlozit a znovu slozit do spravné podoby,
nebo ho odstrani (Ohtsuka a Hata, 2009).

HSP vytvareji vacek, do kterého jsou zachyceny antigenni proteiny (proteiny
vzniklé pfi stresovych podminkach). Takto zachycené antigenni proteiny jsou dale
predavany antigen prezentujicim bunkdm (APC). Tento krok je nezbytny pro
vytvofeni potencionalni odpovédi peptidové specifickych T-lymfocith. HSP jsou
diky schopnosti predavani antigenu APC velmi dulezité pro spravné fungovani
imunitniho systému. Pokud by k tomuto d&ji nedochézelo, hromadily by se antigenni
proteiny v bufice a mohlo by dojit k jejich vzajemné integraci, ktera by mohla vést ke
vzniku proteinovych agregatt. (Lindquist, 1986; Javid a kol., 2007).

Gen HSF4 hraje také dulezitou roli pfi vyvoji ocni ¢ocky. V oblasti exonu 9
mize dojit kK mutaci. Jedna se o inzerci jednoho nukleotidu C. Tato mutace zptsobuje
vznik pfed¢asného stop kodonu. Nasledkem mutace je vétsi nachylnost psa ke vzniku
hereditarni katarakty (Nicholas, 2012).

Mechanismus vzniku hereditarni katarakty neni doposud zcela objasnén. Podle
nekterych studii mutace genu HSF4 zpisobuje nadmérnou proliferaci epitelovych
bunék o¢ni ¢ocky. Dochazi tak k vytvoreni nadmérného mnozstvi vldknitych bunék

vocni CoCce. Srostoucim vekem je uspofadani téchto bunék narusené
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a nepravidelné. Dusledkem je pferuseni konecné terminace vldknitych bunék ocni
cocky (Gao a kol., 2007).

Shi a kol. (2009) analyzovali ve své praci zmény komponenti o¢ni ¢ocky. Jako
model pouzili mysi, u kterych byl proveden knockout genu HSF4 a lidské epitelialni
bunééné linie. Podle vysledkd jejich prace HSF4 reguluje komplexni fadu
proteinovych struktur ¢ocky. Tento gen ma také velmi diilezitou roli pfi vyvoji cocky
béhem pozdniho embryondlniho a postnatalniho stadia vyvoje. NaruSeni genu miize
vést ke vzniku Sedého zdkalu mnoha cestami. Na obrazku 8 je patrny rozdil mezi
vlakny o¢ni ¢ocky u mysi s ptivodnim genem HSF4+/+ a mysi s knockoutovanym
genem HSF4-/-. Struktura vlaken o¢ni Cocky mysi s genotypem HSF4-/- je narusena,
dochazi k zaniku téchto vlaken (Shi a kol., 2009).

Hsf4+/+ Hsf4+/- Hsf4-/-

slit lamp

Obr. ¢ 8: Rozdil mezi vlakny o¢ni ¢ocky u mysi s pivodnim genem HSF4+/+ a mysi
s knockoutovanym genem HSF4-/-. Struktura vlaken o¢ni ¢ocky mysi s genotypem HSF4-/-
je narusena, dochazi k zaniku téchto vlaken. V piipadé heterozygota HSF4+/- jsou vlakna
narusena méné, Sedy zakal postihuje o¢ni ¢o¢ku v men§im rozsahu (zdroj: Shi a kol., 2009
http://bmcmolbiol.biomedcentral.com/articles/10.1186/1471-2199-10-10)

2.3 Katarakta-Sedy zdkal oéni éocky

Existuje mnoho forem Sedého zédkalu oc¢ni Cocky. Nékteré formy se vyskytuji
ve stafi a vyviji se velmi pomalu, jiné formy se miizou objevit jiz V n€kolika tydnech

stafi. V jakém véku se nemoc projevi, zdvisi piedevS§im na plemeni psa. Pribch

20



katarakty je oboustranny. To znamena, ze se vyviji na obou ocich stejné.
Ve vyjimecnych ptipadech mtize byt priabéh na kazdém oku jiny (Dostal, 2007).

Hereditarni katarakta (HC) patii mezi jedno z nejcastéjSich o¢nich onemocnéni,
které¢ miize vést az ke slepoté¢ psa. Zavaznost hereditarni katarakty zalezi na mnoha
faktorech, jako jsou anatomicka pozice o¢ni ¢oc¢ky nebo ptitomnost dal$i o¢ni vady
(Mellersh a kol., 2006).

Obecné rozdélujeme kataraktu na dva druhy. Primarni katarakta je dédi¢na
forma katarakty, kterd je zplisobena zménou genetické informace. Sekundarni
katarakta neni pfenaSend z generace na generaci, ale je zplsobena vlivem vnéjSiho
prostiedi. Muze ji predchazet jiné ofni onemocnéni, zejména atrofie sitnice,
dysplazie sitnice, nebo zeleny zakal (Mellersh a kol., 2006).

Jako kandidatni gen vzniku HC u ov¢ackych plemen pst byl vyhodnocen gen
HSF4 (Mellersh a kol., 2007). Sally L. Ricketts a kol. (2015) pouzili ve své studii
0 HC 400 pst plemene australsky ov¢ak. Piedpokladali, ze psi, u kterych se projevila
HC, budou mit mutaci genu HSF4. Piiblizné¢ u 10 % pst s bilateralnim Sedym
zékalem se ale tato mutace nepotvrdila. Genom téchto psi byl osekvenovan a byl
zmapovan chromozom 13 a chromozom 5. U téchto chromozomu byl predpoklad
vyskytu genu, které by se mohli podilet na vzniku HC. Na chromozomu 13 nékterych
jedinct byl identifikovan gen SCFD2, ktery by také mohl mit vliv na vznik HC
(Ricketts a kol., 2015).

2.3.1 Lécha

U lidi je nejcCastéjsi lécba Sedého zdkalu operace oka, pii které se odstrani
zakalena ¢ocka a nahradi se umélou nitroo¢ni ¢oCkou. Jednd se o implantat, ktery je
nejcastéji z plexiskla. Maly kousek lomivé umélé hmoty, ktery je umistén misto
¢ocky umozituje po operaci dobré vidéni. Dulezité pro operaci bez komplikaci
je zahajeni 1écby vcéas. Odkladani operace muze zpisobit tzv. piezrani zéakalu
a dokonce 1 k oslepnuti. Prvni operace byla provedena jiz v roce 1745 Francouzem
Jacquesem Davielem, v t¢ dob& bylo mozné pouze ¢ocku z oka odoperovat. K prvni
uspesné implantaci umelé ¢ocky uskutecnil v roce 1949 anglicky o¢ni 1ékat Harold
Ridley (Pitrova, 1993)

HC u psa mize byt léCena aplikaci ocnich kapek, které oddaluji vyvoj
onemocnéni nebo chirurgicky implantaci o¢ni Cocky. Chirurgickd metodika zévisi

naveéku psa a symptomua s ohledem na pooperacni 1écbu. Pro jednodussi pribéh
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lécby je dulezité vcas detekovat onemocnéni. Majitelé psi maji mnohdy malo
povédomi o HC. Neptikladaji proto vahu k signalim ukazujicim na poruchu zdravi
u svého psa. Psi trpici HC se drzi Castéji u svého majitele a pti chlizi se potaci. Aby
nedoslo k zanedbani nemoci, jsou nutné pravidelné navstévy veterinarniho 1ékate,

ktery dokaze identifikovat abnormality ve struktuie ¢ocky (Kim, 2016).

2.4 Diagnostika hereditdrni katarakty

Vcasna detekce mutace genu HSF4 zpiisobujici HC je velmi dulezita pro
efektivni 1é¢bu HC. V pozd¢jsim stadiu se miize HC stat trvalou. Béhem 1é¢by muze
také dojit k castéjsim komplikacim. Pfi operaci ¢ocky mohou vzniknout v pouzdru
trhlinky nebo se mize dokonce celd ¢ocka utrhnout a spadnout do sklivcového
prostoru. Dojde sice Kk odstranéni $edého zakalu, ale uz neni mozné implantovat
umélou C¢ocku. Diagnostika HC spociva piedev§im ve sledovani stavu zornice.
Sedocerna zornice oka zméni barvu na $edobilou az kiidové bilou. Zpo&atku nemoci
neni ovlivnéno vidéni. To se zhorSi az v pokrocilém stadiu. Pes se zaCne hiiie
orientovat, miize dokonce narazet do véci. Sedy zékal lze také odhalit tzv. metodou
zvanou reflex o¢niho pozadi (tepalni reflex), kdy se pti osvitu oka Sedocernd zornice
zdravého psa zbarvi od zelené pies Zlutou aZ po rizovou. U lidi se tento jev nazyva
Cerveny reflex. Na rozdil od psa se ale zornice zdravého ¢lovéka pii osvitu zbarvi
Cervené. Tento jev lze naptiklad pozorovat pii fotografovani s pfidavnym bleskem.
Sedy zakal brani k dopadu svétla na pozadi zornice a nemiize tak dojit k vybarveni
reflexu. K domaci diagnostice postac¢i lampicka s halogenovou zarovkou a zrcatko,
pomoci kterého odrazime svétlo z lampicky psovi do o¢i. Oko by se mélo zabarvit
zlutozelené (nebo ruzove ¢i zelen€). Pokud k zabarveni nedojde, mé pes s nejvetsi
pravdépodobnosti Sedy zakal. Diagnozu ale musi urcit zkuSeny veterinarni 1ékat,
ktery ma zkuSenosti s vySetiovanim oci (Vlach, 2004).

Veterinarni 1ékat pouziva k vySetfeni oftalmolog. Diky oftalmologu muze
posoudit vzhled oka, pohyblivost o¢ni koule, neurologické ocni reflexy a reakce
zornice. V zatemn¢lé mistnosti pomoci specialni Stérbinové lampy (obrazek 9), ktera
obsahuje biomikroskop s rizné barevnymi filtry a stroj umoziujici zménu uhli
osvétleni mize veterinarni lékat zhodnotit stav spojivky, rohovky, pfedni o¢ni
komory a duhovky. Pomoci téchto postupii je vysetieno ocni pozadi a urcen stupen
Sedého zdkalu. Vysetfeni by se meélo pravidelné¢ opakovat u jedincii, u jejichz

ptibuznych se HC vyskytla. V poslednich letech se zacaly u nékterych plemen psii

22



délat testy genetické. Na rozdil od oftalmoskopie dokézou odhalit i skryté prenasece
a vyfadit je z chovu, aby se HC dale nesifila. K provedeni genetického testu staci

pouze vzorek krve nebo stér z bukalni sliznice (Chmelikova, 2014).

Obr. ¢ 90 Vysetfeni oka psa Stérbinovou lampou (autor: Beranek, 2017
https://www.veterina-pce.cz/img/4/18.jpg)

2.5 Genetické testy

Dulezitou prevenci Sedého zakalu jsou genetické testy pro odhaleni mutace
zpisobujici HC. Heterozygotni jedinci (a mnohdy i homozygotni jedinci) nemusi
vykazovat znamky nemoci. Predavaji tak nevédomky mutaci do dalsi generace.
Genetické testy dokaZou odhalit prenasece HC se spolehlivosti nad 99 %. Diky nim
mohou chovatelé zamezit narozeni Sténat, u kterych by se mohla nemoc projevit.
Genetické testy pro odhaleni HC detekuji mutaci exonu 9 genu HSF4 (Queney,
2012).

Nejcastéji pouzivané testy k detekci mutace jsou rtizné modifikace PCR nebo
metody s PCR kombinované. Nejprve je provedena klasicka PCR a nasledné jsou
analyzovany fragmenty pomoci kapildrni elektroforézy. Citlivéjsi metodou je
sekvenovani genomu nebo analyzovaného fragmentu. Pro potvrzeni vysledk
sekvenovani Ize pouzit PCR-RFLP. Restrikéni enzym je pouzivan BfAIl, ktery $tépi
DNA v oblasti CTAG. Tato metoda je vhodna pro odhaleni mutace v exonu 9 genu

HSF4, kterd spociva v zaméné¢ A>G, kterd se vyskytuje u plemene anglicky
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kokr$panél (Engelhardt a kol., 2007). U ovéackych plemen psu se nejvice vyuziva
fragmentacni analyza, ktera je velmi citliva a spolehliva (Engelhardt a kol., 2007;
Mellersh a kol., 2009).

2.5.1 Polymerdzovd ietézova reakce (PCR)

PCR je jednoducha a rychla metoda, ktera umoznuje z celého komplexu vybrat
specificky fragment a ten amplifikovat v jakémkoliv mnoZzstvi. Princip celé reakce
vychazi ze znalosti replikace nukleovych kyselin v buiice. PCR probiha ve tfech
zakladnich krocich, které se opakuji. Tyto kroky jsou, denaturace, nasedani primert
a prodluzovani vlakna. Reakce probiha v pfistroji termocykler (Garybian, 2013;
Smarda, 2005).

Existuje celd fada modifikaci PCR. Mezi nejvice pouzivané patii naptiklad
PCR-RFLP (stanoveni polymorfismu délky restrikénich fragmentt u produkti PCR.
Nejprve se provede klasicki PCR a néasledné je k produktu pfiddna restrikéni
endonukledza, kterda DNA specificky $t€pi (Rasmussen, 2012).

Dalsi vyznamnou modifikaci je real-time PCR (RT-PCR). PCR probiha
ve specialnim pfiistroji. Pristroj méfi narGst fluorescence. Umoziuje sledovat
mnozstvi amplifikovaného produktu v kazdém cyklu. Velkou vyhodou této metody
je kvantifikace DNA (Deepak a kol., 2007).

Mezi dalsi ¢asto vyuzivané modifikace PCR patii naptiklad multiplex PCR, kdy
je pouzito v jedné PCR reakci vice part primertu. Rt-PCR vyuziva jako templat
cDNA vznikly pfepisem molekuly RNA do DNA pomoci reverzni transkriptazy.
Tato metoda je vhodna pro vyhodnocovani genové exprese. Alelové specificka PCR
(AS PCR) vyuzivd v PCR reakci primery nasedajici na mutovanou/nemutovanou
alelu a tim produkt bud’ vzniké, nebo nevznika (zaleZi na navrzeni primeri) (Smarda,

2005).

2.5.2 Gelova elektroforéza

Elektroforéza je jednou z nej€astéji pouzivanych metod pro separaci fragmentl
DNA z PCR reakce. Nejcastéji se pouziva agarézovy gel, ktery umozinuje separaci
fragmenttt DNA v elektrickém poli, ve kterém se molekula DNA pohybuje smérem
k anod¢. Vizualizace produkti po separaci je mozna pod UV svétlem po obarveni
vhodnym barvivem, napf. ethidium bromidem (Lee a kol., 2012; YIimaz a kol.,
2012).
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2.5.3 Fragmentacni analyza

Fragmentac¢ni analyza je metoda vychazejici ze Sangerovy metody sekvenovani.
Pti sekvenovani jsou za pomoci jednoho primeru generovany znacené fragmenty
vSech délek a nasledné s jejich pomoci je sestaveno potadi bazi v sekvenci DNA.
Fragmentacni analyza neurCuje poradi bazi, ale dokaze urcit velikost fragmentu
S presnosti jedné baze (Lee a kol., 2002).

Velkou vyhodou je znaceni primerti fluorescencni barvou. Odpada tak prace
s radioaktivnimi latkami, které se vyuzivaji k vizualizaci DNA V jinych metodach.
Také lze pouzit vice barev (systém Ctyf barev) a provést soubéZznou analyzu vice
vzorki DNA najednou. Na obrazku 10 jsou uvedené nékteré komercéné dostupné
fluorescencni barvy. Kazda barva vyzatuje jiny svételny signal (6-FAM-modry, VIC-

zeleny, NED-Zluty, PET-Cerveny a LI1Z-oranzovy) (Klanova, 1999).

DyeSet _Filter | Blue Green Yellow

DS-30 D 6-FAM™ HEX™ NED™

DS-33 G5 B6-FAM™ vic® NED™
Obr. [ 10 Komer¢né dostupné fluorescencni barvy (zdroj:

https://www.bioc.cam.ac.uk/files/media/copy_of DyeSetssmall.png)

Metoda se sklada ze dvou jednoduchych kroki. Nejdiive probéhne PCR reakce,
pii které je fragment oznacCen fluorescenénim primerem (vzdy je znaceny jeden
primer z kazdého paru, z pravidla byva znacen forward primer). Nasledné jsou
produkty PCR hodnoceny pomoci specialniho pfistroje zvany sekvenator. Sekvenator
funguje na principu kapilarni elektroforézy (CE). Elektrokineticka injekce nasava
fragmenty DNA z roztoku do kapilary. Vysoké napéti ptisobici na vzorek zptisobuje
pohyb molekuly DNA, ktera nese negativni néboj, kapilarou. Delsi fragmenty jsou
separovany na zaklad¢ jejich celkového naboje. Pfed anodou jsou umistény laserové
paprsky. Prochazejici separované fragmenty DNA znafené fluorescencni barvou pod
témito laserovymi paprsky sviti. Svételny signal je detekovan CCD kamerou
(Applied Biosystem, 2014).

Vystupni data jsou zaznamenana ve formé elektroforeogramu. Velikosti
fragmentll jSOU zndzornény pomoci pikli. Spolecné se vzorkem je analyzovan vnitini
standard (Internal Size Standard), se kterym je délka fragmenti porovnavéana. Vnitini

standard je soubor fragmentl o zndmé délce znaceny odlisnou fluorescenéni barvou
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nez vzorek testované DNA. Nejcastéji se fragmentacni analyza vyuziva k identifikaci
jedince, zjistovani pribuzenskych vztahli nebo urceni paternity, analyze mikrosateliti
a SNP genotypizace. Na obrazku 11 je uveden piiklad zaznamu pikt ve formé

elektroforeogramu (Butler, 2005).

Size [bp)
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Obr. é 11: Vystupni data fragmentaéni analyzy (zdroj:

https://www.bioc.cam.ac.uk/files/media/FA.png)

Metoda neni zavisla na enzymatickém $tépeni. Velkou vyhodou fragmentacni
analyzy je citlivost. Touto metodou je mozno urcit velikost fragmentu s pfesnosti
jedné baze a to i z velmi malého mnozstvi materialu, ktery ale musi byt velmi Cisty
a kvalitni. Diky vysoké citlivosti a spolehlivosti je fragmentacni analyza pouzivana
pro detekci fragmenti po genomové editaci, napiiklad metou CRISPR—Cas9
(Lonowski a kol., 2017).

Velkou vyhodou CE je kromé vysoké citlivosti 1 moznost automatizace metody.
CE je kompatibilni stadou dalSich metod, jako jsou napiiklad PCR-RFLP,
fragmenta¢ni analyza, hmotnostni spektrometrie, sekvenovani DNA apod. (Heller,

2001).
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3 Cile prace

1) Analyza genotypt nékolika jedinci ovcéackych plemen na zakladé
fragmentacni analyzy.

2) Optimalizace metody PCR pro detekci genu HSF4 u ov¢ackych plemen psi.

3) Zpracovani literarniho piehledu dosavadnich poznatki o geneticky

podminéné chorobé¢ hereditarni katarakta u ovcackych plemen pst.
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4 Prakticka ¢ast

4.1 Odbér vzorku

plemen pst. Konkrétné se jednalo o plemena australsky ovcak, némecky ovcak,

border kolie, dlouhosrsta kolie a kratkosrsta kolie.

Z kazdé strany bukalni sliznice krouzivymi pohyby cytologickym kartatkem po dobu
nejmén¢ 20 sekund byl odebran vzorek DNA. Pfed odbérem bylo nutné zajistit, aby

K analyze genu HSF4 byla pouzita DNA izolovana z bukalnich stérii ov¢ackych

Vzorky byly odebrany z bukalni sliznice pst sterilnim vytérovym tampoénem

FLOQSwabs™ (Copan, ITA). U kazdého jedince byl odbér proveden dvakrat.

pes alesponi 20 minut nejedl, jinak by mohlo dojit ke kontaminaci vzorku.

je uveden seznam pst, od kterych byl vzorek odebran.

Celkem byla pouzita DNA od 100 jedinct pst a fen v rizném stafi. V tabulce 1

Tab. ¢. 1: Seznam pst, od kterych byl odebran vzorek k analyze genu HSF4.

Rasa Pohlavi | Stari psa | Datum odbéru | Zpiisob odbéru
1 Némecky ovcak | Pes 1 rok 16.4.2019 Bukalni stér
2 Némecky ovcak | Pes 4 roky 16.4.2019 Bukalni stér
3 Némecky ovcak | Pes 2 roky 16.4.2019 Bukalni stér
4 Némecky ovcak | Fena 8 let 16.4.2019 Bukalni stér
5 Némecky ovéak | Fena 2 mésice | 16.4.2019 Bukalni stér
6 Némecky ovcak | Fena 2 mésice | 16.4.2019 Bukalni stér
7 Némecky ovcak | Pes 2 roky 16.4.2019 Bukalni stér
8 Némecky ovcak | Pes 2 mésice | 16.4.2019 Bukalni stér
9 Némecky ovcak | Fena 4 roky 16.4.2019 Bukalni stér
10 | Dlouhosrsta kolie | Pes 2 roky 27.4.2019 Bukalni stér
11 | Dlouhosrsta kolie | Pes 10 let 27.4.2019 Bukalni stér
12 | Dlouhosrsta kolie | Fena 10 let 27.4.2019 Bukalni stér
13 | Dlouhosrsta kolie | Fena 7 let 27.4.2019 Bukalni stér
14 | Dlouhosrsta kolie | Fena 8 let 27.4.2019 Bukalni stér
15 | Dlouhosrsta kolie | Pes 6 let 27.4.2019 Bukalni stér
16 | Dlouhosrsta kolie | Pes 6 let 27.4.2019 Bukalni stér
17 | Border kolie Pes 6 let 1.5.2019 Bukalni stér

28




18 | Border kolie Pes 10 let 1.5.2019 Bukalni stér
19 | Némecky ovéak | Fena 1 rok 8.5.2019 Bukalni stér
20 | Némecky ov¢ak | Fena 8 let 8.5.2019 Bukalni stér
21 | Némecky ovéak | Fena 4 roky 8.5.2019 Bukalni stér
22 | Némecky ov¢ak | Pes 1 rok 8.5.2019 Bukalni stér
23 | Némecky ov¢ak | Pes 2 roky 8.5.2019 Bukalni stér
24 | Némecky ovéak | Fena 4 roky 8.5.2019 Bukalni stér
25 | Némecky ov¢ak | Pes 1 rok 8.5.2019 Bukalni stér
26 | Némecky ovcak | Fena 12 let 8.5.2019 Bukalni stér
27 | Némecky ovéak | Fena 4 roky 8.5.2019 Bukalni stér
28 | Némecky ovcak | Fena 3 roky 8.5.2019 Bukalni stér
29 | Némecky ovcak | Fena 7 let 12.5.2019 Bukalni stér
30 | Némecky ov¢ak | Fena 13 let 12.5.2019 Bukalni stér
31 | Némecky ov¢ak | Pes 8 let 12.5.2019 Bukalni stér
32 | Némecky ovéak | Pes 5 let 12.5.2019 Bukalni stér
33 | Némecky ov¢ak | Pes 4 roky 12.5.2019 Bukalni stér
34 | Némecky ov¢ak | Pes 8 let 25.5.2019 Bukalni stér
35 | Némecky ovéak | Pes - 25.5.2019 Bukalni stér
36 | Némecky ov¢ak | Pes 4 roky 25.5.2019 Bukalni stér
37 | Némecky ovéak | Fena 4 mésice | 25.5.2019 Bukalni stér
38 | Némecky ovcak | Pes 1 rok 25.5.2019 Bukalni stér
39 | Némecky ov¢ak | Pes 2 roky 25.5.2019 Bukalni stér
40 | Némecky ovéak | Fena 9 let 25.5.2019 Bukalni stér
41 | Némecky ovéak | Pes 7 let 25.5.2019 Bukalni stér
42 | Némecky ovcak | Fena 1 rok 25.5.2019 Bukalni stér
43 | Némecky ovéak | Fena 3 roky 25.5.2019 Bukalni stér
44 | Némecky ovéak | Fena 7 let 25.5.2019 Bukalni stér
45 | Némecky ovcak | Fena 5 let 25.5.2019 Bukalni stér
46 | Némecky ovéak | Fena 5 let 25.5.2019 Bukalni stér
47 | Némecky ovéak | Pes 9 let 25.5.2019 Bukalni stér
48 | Némecky ovcak | Fena 4 roky 25.5.2019 Bukalni stér
49 | Némecky ovcak | Fena 6 let 25.5.2019 Bukalni stér
50 | Némecky ovéak | Fena 6 let 25.5.2019 Bukalni stér
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51 | Némecky ovéak | Fena 3 roky 13.4.2019 Bukalni stér
52 | Némecky ovcak | Fena 7 let 13.4.2019 Bukalni stér
53 | Némecky ovcak | Fena 7 let 13.4.2019 Bukalni stér
54 | Némecky ovéak | Fena 10 let 13.4.2019 Bukalni stér
55 | Némecky ovcak | Fena 2 roky 13.4.2019 Bukalni stér
56 | Australsky ov¢ak | Fena 4 roky 13.4.2019 Bukalni stér
57 | Australsky ov¢ak | Fena 3 roky 13.4.2019 Bukalni stér
58 | Australsky ov¢ak | Fena 2 roky 13.4.2019 Bukalni stér
59 | Némecky ovédk | Fena 12 let 19.4.2019 Bukalni stér
60 | Némecky ovéak | Fena - 19.4.2019 Bukalni stér
61 | Némecky ovcak | Pes - 19.4.2019 Bukalni stér
62 | Dlouhosrsta kolie | Pes - 19.4.2019 Bukalni stér
63 | Kratkosrsta kolie | Pes 4 roky 3.5.2019 Bukalni stér
64 | Kratkosrsta kolie | Fena 3 roky 3.5.2019 Bukalni stér
65 | Kratkosrsta kolie | Fena 6 let 3.5.2019 Bukalni stér
66 | Kratkosrsta kolie | Pes - 3.5.2019 Bukalni stér
67 | Kratkosrsta kolie | Fena - 3.5.2019 Bukalni stér
68 | Border kolie Fena - 4.5.2019 Bukalni stér
69 | Némecky ovcak | Pes - 4.5.2019 Bukalni stér
70 | Kratkosrsta kolie | Pes - 6.5.2019 Bukalni stér
71 | Kratkosrsta kolie | Pes - 6.5.2019 Bukalni stér
72 | Kratkosrsta kolie | Pes - 7.5.2019 Bukalni stér
73 | Kratkosrsta kolie | Fena - 7.5.2019 Bukalni stér
74 | Kratkosrsta kolie | Fena - 8.5.2019 Bukalni stér
75 | Australsky ov¢ak | Fena - 12.5.2019 Bukalni stér
76 | Australsky ov¢ak | Fena - 12.5.2019 Bukalni stér
77 | Australsky ov¢ak | Pes - 12.5.2019 Bukalni stér
78 | Border kolie Pes - 14.5.2019 Bukalni stér
79 | Border kolie Fena - 14.5.2019 Bukalni stér
80 | Némecky ovcak | Fena - 17.5.2019 Bukalni stér
81 | Némecky ov¢ak | Pes - 18.5.2019 Bukalni stér
82 | Kratkosrsta kolie | Pes - 21.5.2019 Bukalni stér
83 | Dlouhosrsta kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
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84 | Dlouhosrsta kolie | Pes - 1.6.2019 Bukalni stér
85 | Dlouhosrsté kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
86 | Dlouhosrsté kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
87 | Dlouhosrsta kolie | Pes - 1.6.2019 Bukalni stér
88 | Dlouhosrsta kolie | Pes - 1.6.2019 Bukalni stér
89 | Dlouhosrsté kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
90 | Dlouhosrsta kolie | Pes - 1.6.2019 Bukalni stér
91 | Dlouhosrsta kolie | Pes - 1.6.2019 Bukalni stér
92 | Kréatkosrsta kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
93 | Dlouhosrsta kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
94 | Dlouhosrsté kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
95 | Dlouhosrsté kolie | Fena - 1.6.2019 Bukalni stér
96 | Némecky ovéak | Fena - 18.4.2019 Bukalni stér
97 | Australsky ovcak | Pes 7 let 13.4.2019 Bukalni stér
98 | Australsky ovcak | Pes 4 roky 13.4.2019 Bukalni stér
99 | Australsky ovcak | Fena 3 roky 13.4.2019 Bukalni stér
100 | Australsky ov¢ak | Fena 6 let 13.4.2019 Bukalni stér

(zdroj: autor)

Z celkového poctu 100 psu bylo 53 jedinct plemene némecky ovEéak, 10 jedinci
plemene australsky ov¢ak, 5 jedinct plemene border kolie, 20 jedinct plemene
dlouhosrsté kolie a 12 jedinch plemene kratkosrstd kolie. Psti bylo celkem 43 a fen

57. Stafi jedinct bylo od 2 mésici do 13 let. U nékterych jedinct nebyl vék znam.
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4.2 lzolace DNA z bukdalnich stérit psa

K izolaci DNA z odebranych vzorkli byl pouzit komer¢ni kit Presto™ Buccal
Swab gDNA Extraction Kit; Geneaid dle doporuc¢eni vyrobce.

Postup izolace DNA

Priprava vzorku

o Do pfipravenych zkumavek o objemu 1,5 ml vlozit odbérovy tampon
a krouzivymi pohyby uvolnit co nejvice bun¢k do roztoku 500 pl S1 pufru
a20 pl proteindzy K. Poté ustithnout konec odbérového tamponu.
Zkumavku 10 sekund vortexovat a nasledné 10 minut inkubovat pfi teploté
60 °C (po 5 minutach zvortexovat).

o Za pomoci sterilni pinzety presunout odbérovy tampon do filtra¢ni kolonky
vlozené do 1,5 ml zkumavky. Vlozit do centrifugy nastavené na 14 000 rpm
a po dobu 2 minut centrifugovat. Filtraéni kolonku vyhodit a eluat
napipetovat k piedeslému mixu.

Lyza bunék

o Ptidat 500 pl S2 pufru a 1 ul nepiecisténé DNA. lhned zvortexovat a
10 minut inkubovat pfi teploté 60 °C (po 5 minutach zvortexovat).

o Pfidat 500 pl absolutniho etanolu a zvortexovat.

Navazani DNA na kolonky

o Piipravit kolonky do 1,5 ml zkumavky. Napipetovat 750 pl vzorku
a centrifugovat pii 14 000 rpm po dobu 1 minuty. Eluat vylit, do stejné
kolonky opét napipetovat 750 ul vzorku a znovu centrifugovat. Eluat vylit
a vlozit kolonku do nové 1,5 ml zkumavky.

Promyti DNA

o Do kolonky napipetovat 400 ul W1 pufru a centrifugovat pii otaCkach
14 000 rpm 30 sekund.

o Vylit obsah zkumavky a znovu vlozit kolonku. Napipetovat do kolonky
600 ul promyvaciho pufru a centrifugovat 30 sekund pii 14 000 rpm.

Eluce DNA

o Vlozit kolonku do nové 1,5 ml zkumavky.

o Ptesn¢ do stiedu kolonky napipetovat 100 pl predehiatého elu¢niho pufru.
Nechat 3minuty inkubovat pfi laboratorni teploté. Centrifugovat 1 minutu
pii otackach 14 000 rpm. Kolonku odstranit.

o Vyizolovanou DNA skladovat pfi teploté -20 °C.
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4.3 Meéieni koncentrace DNA

Koncentrace DNA se méti pomoci piistroje BioSpec-nano (Shimadzu). Jedna se
0 spektrofotometr, ktery kromé koncentrace DNA dokaze zméfit i koncentraci
necistot. Vysledné koncentrace jsou uvadény v ng/ul.
Postup
o Napipetovat 1 ul blanku. Jako blank byl pouzit eluéni pufr, ve kterém byla
DNA rozpusténa.

o Napipetovat 1 pl zvortexovaného vzorku DNA.

4.4  Detekce genu HSF4 metodou PCR

Metoda PCR slouzi k amplifikaci templatu DNA. Je nezbytna pro velkou ¢ast
molekularnich metod. Pomoci této metody muizeme amplifikovat a detekovat
zkoumany gen nebo muizeme ptipravit vzorek k dalsi analyze. V mé préci se jedna

0 ptipravu vzorku pro fragmentacni analyzu.

Piiprava vzorku

o Pfipravit zkumavku 1,5 ml, do které bude pfipravena reak¢éni smés.

o Reak¢ni smés na jeden vzorek obsahuje 12,5 ul PPP MasterMixu (Top-Bio)
2xconc+Mg?*, 10,5 ul PCR vody, 0,5 ul forward (c=10 pmol/ul) primeru
a0,5 pl reverse primeru (10 pmol/ul). Sekvence primert je uvedena
v tabulce 2.

o Ptipravit tenkosténné PCR zkumavky (0,2 ml). Do kazdé¢ zkumavky
napipetovat 24 pul reakéni smési.

o Kreakéni smési napipetovat 1 ul templatu DNA (30-60 ng/ul).

Tab. & 2: Sekvence primert pouzitych k amplifikaci genu HSF4 metodou PCR.

Primer Sekvence (5°-3")
Exon9HSF4 F CGAGTG TGACTT CTG CGT GA
Exon9HSF4 R GTT CAG GCTGTT GGG CATT

(zdroj: Mellersh a kol., 2009).
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Optimalizace reakéniho protokolu

Aby bylo mozné gen HSF4 detekovat, nejprve je nutné metodu PCR
optimalizovat. PCR reakcni protokol se optimalizuje nastavenim teplotniho gradientu
pro nasedani primert na termocykleru (Termocykler Biometra Uno Il). Schéma

reakéniho protokolu je uvedeno v tabulce 3.

Tab. ¢ 3: Schéma reakcniho protokolu pro optimalizaci metody PCR.

Teplota Cas
Pocatecni 95 °C 10 min
denaturace
Denaturace 95 °C 30s
Nasedani primera 52-62 ° 30s 32 cykla
Prodluzovani 72 ° 60 s
vladkna
Terminalni 72 °C 10 min
prodluZovani vladkna
Chlazeni 4°C 00

(zdroj: autor)

Vyhodnoceni
Kontrola PCR reakce probiha pomoci elektroforetické separace fragmentli na
2 % agar6zovém gelu pii napéti 90V po dobu nejméné 30 minut.

Na gelu by mél byt patrny produkt o velikosti 120 bp odpovidajici genu HSF4.

45 Priprava gelu a elektroforéza

Elektroforéza se pouziva k separaci fragmentii DNA. DNA nese zaporny naboj
a Vv elektrickém poli se pohybuje smérem k anod€. VéEtsi fragmenty se pohubuji
v gelu pomaleji. Dle pohybu rychlosti fragmentii 1ze po porovnani s fragmenty
0 znamé velikosti odhadnout jejich velikost. K separaci fragmenti genu HSF4 byl

pouzit 2 % agarozovy gel.
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Postup

Piiprava 2 % gelu

o Navazit do banky 2,2 g agarozy pro piipravu gelu.

o Pfidat 120 ml 1x TBE pufru.

oV mikrovlnné troubé rozpustit, dokud nebude roztok Ciry bez viditelnych
Castic agarozy.

o Pod tekouci vodou ochladit na teplotu piiblizn¢ 60-70 °C.

o Napipetovat 4 ul ethidia bromidu.

o Roztok nalit do pfipravené formy na gel a nechat ztuhnout.

Elektroforéza

o Gel vlozit do elektroforetické vany.

o Do prvni jamky nanést 10 ul 100 bp DNA Ladder (NEB) a poté do
nasledujicich jamek nanést 20 pl vzorku PCR produktu.

o Nastavit elektroforetickou vanu na 90 V po dobu 30 minut. V piipadé
potieby cas prodlouzit.

o Vysledek odecist pod UV svétlem.

4.6  Piiprava vzorku pro fragmentacni analyzu

Optimalizace metody

Pro optimalizaci metody byli pouzity 4 reakéni smési, které se lisily koncentraci
DNA a mnozstvim primeri. Z kazdé smeési byly pfipraveny 4 vzorky, aby byly
vysledky piesnéjsi. Slozeni jednotlivych reakénich smési je uvedeno v tabulce 4.

Pfi manipulaci s fluorescen¢nim primerem bylo nutné dbat zvySené opatrnosti.
Primer musi byt uchovavan v ¢erné mikrozkumavce a je zapotiebi zabranit pfili§
dlouhému plisobeni svétla. Jinak by mohlo dojit k degradaci fluorescen¢ni barvy,
neboli k takzvanému  ,vysviceni“  primeru.  Primer byl  znaeny
6- carboxyfluoresceinem (6-FAM). Sekvence pouzitych primerti jsou uvedeny

v tabulce 5.
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Tab. ¢ 4: Slozeni jednotlivych reakEnich smési pro optimalizaci metody FA.

Reakéni smés

Reakéni smés

Reakéni smés

Reakéni smés

1 2 3 4
Master mix 12,5 ul 12,5 pl 12,5 pul 12,5 pl
PCR H20 10,5 pl 10,5 pl 11 ul 11 ul
Forward 0,5 ul 0,5 ul 0,25 ul 0,25 ul
primer (10 pmol/ul) (10 pmol/pl) (10 pmol/pl) (10 pmol/pl)
Reverse primer | 0,5 ul 0,5 ul 0,25 ul 0,25 ul

(10 pmol/ul) (10 pmol/ul) (10 pmol/ul) (10 pmol/ul)
Templat DNA | 1 pl (20 pg/l) | 1 pl (5 pgll) 1l (0 pg/l)y | 1 ul(5pgl)

Tab. ¢ 5: Sekvence pouzitych primert pro ptipravu vzorkl pro FA.

(zdroj: autor)

Primer

Sekvence (5°-3")

Exon9HSF4_F

FAM? CGA GTG TGA CTT CTG CGT GA

Exon9HSF4 R

GTT CAG GCT GTT GGG CATT

[*] FAM = 6-carboxyfluorescein

Postup

(zdroj: Mellersh a kol., 2009).

o Pfipravit zkumavky 1,5 ml, do kterych budou ptipraveny reakéni smési.

o Ptipravit 4 reakéni smési dle tabulky ¢. - 4.

o Do PCR zkumavek (0,2 ml) napipetovat 24 pl reakéni smési. K reakéni

smési napipetovat 1 pl templatu DNA.

o Vlozit do termocykleru (Termocykler Biometra Uno Il) s nastavenym

ptislusnym reak¢énim protokolem dle tabulky 6.
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Tab. ¢ 6: Reakeni protokol pro piipravu vzorku k analyze metodou FA.

Teplota Cas
Pocatecni 95 °C 10 min
denaturace
Denaturace 95 °C 30s
Nasedani primera 54 ° 30s 32 cykla
Prodluzovani 68 ° 60 s
vlakna
Terminalni 72 °C 10 min
prodluzovani vlakna
Chlazeni 4°C 00

(zdroj: autor)

Fragmentacni analyzy byla provedena formou sluzby firmou SEQme na pfistroji
Applied Biosystems 3500 (Applied Biosystem). Jako velikostni standart byl pouzit
600LIZ. Vysledky elektroforeogramu byly vyhodnoceny v programu GeneMapper
(Applied Biosystem).
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5 Vysledky

5.1 lzolace DNA

Nejdtive byla provedena izolace DNA z odebranych vzorka pst. K izolaci DNA
byl pouzit komer¢ni kit Presto™ Buccal Swab gDNA Extraction Kit; (Geneaid).
Kontrola koncentrace a Cistoty izolované DNA byla méfena ptistrojem BioSpec-nano
(Shimadzu).

Koncentrace i Cistota se u nékterych vzorkl vyrazné lisila. Nizké koncentrace
DNA mohla byt zplisobena Spatnym odbérem vzorku nebo Spatnou manipulaci se
vzorkem (napf. Spatné uchovéavani vzorku, chyby pii izolaci DNA). Bylo obtizné
zajistit, aby pes minimalné 20 minut pifed odbérem nejedl. I z toho divodu moly byt
nékteré koncentrace DNA nizsi. U nékterych psii, zejména u mladych pst a Sténat,
nebyl odbér proveden dostate¢né dlouho. Psi byli neklidni a nebyli zvykli na
manipulaci pro odbér vzorku.

Vv

koncentrace byla 9,32 ng/ul a nejvyssi 131,54 ng/ul.

5.2 Detekce genu HSF4 metodou PCR

Dale byla provedena optimalizace metody pro detekci genu HSF4 nastavenim
teplotniho gradientu pro teplotu nasedani primert. Teplota nasedani primerd byla
nastavena na 52 °C, 52,6 °C, 53,5 °C, 54,6 °C, 56 °C, 57,7 °C, 59,1 °C, 60,2 °C, 51,7
°C, 59,1 °C, 60,2 °C, 61,7 °C, a 62,0 °C. Na obrazku 12 je vidét, ze nejlépe PCR
reakce probéhla pii teploté nasedani primerti 53,5 °C a 54 ° C. Pii té€chto teplotach
nebyl vytvoren zadny nespecificky produkt. Teplota nasedani primert v reakéni

protokolu pro detekci genu HSF4 byla na zakladé vysledkl upravena na 54°C.
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Netvori se zadny
nespecificky produkt,
amplifikuje se pouze gen
ve velikosti cca 120 bp.

= I

200 bp
— ——— — — — — — — —

52°C 52,6 °C 53,5°C 54,6 °C 56°C 57,7 °C 59,1 °C 60,2 °C 61,7 °C 62,0 °C NTC

Obr. ¢ 12: Vysledky optimalizace metody PCR pro detekci genu HSF4 nastavenim
teplotniho gradientu. Nejlepsich vysledkt bylo dosazeno pfi teploté 53,5 °C a 54,6 °C (zdroj:
autor).

Po optimalizaci reak¢niho protokolu byl detekovan gen HSF4 u vSech vzorkd.
Nekteré vzorky, zejména ty které méli nizni koncentraci nebo u nich byla namétfena
horsi hodnota ukazujici €istotu vzorku, nebyly na gelu dobfe viditelné. PCR reakce
u nich byla zopakovéana. Do reakéni smési bylo pfiddno vétsi mnoZstvi templatové
DNA.

Piiklad vizualizace PCR produkti na 2 % agardézovém gelu je uveden
na obrazku 13. Na gelu jsou viditelné fragmenty o velikosti 120 bp, které odpovidaji
genu HSF4.

e 500 bp

200 bp
[ Sy - — P S e T —

Obr. ¢ 13: Ukazka vysledkti detekce genu HSF4 metodou PCR po elektroforéze
nukleovych kyselin (zdroj: autor).
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5.3 Fragmentacni analyza

Dle vysledkti optimalizace metody fragmenta¢ni analyzy bylo dosazeno
nejlepSich vysledkl u reakéni smési ¢islo 4 (viz tabulka 7). Pro analyzu vzorka byla

reakéni smés piipravena dle téchto parametru.

Tab. ¢. 7: Slozeni reakeni smési pro FA.

Reak¢ni smés 4
Master mix 12,5 ul
PCR H0 11 pl
Forward primer 0,25 pl (10 pmol/ul)
Reverse primer 0,25 pl (10 pmol/ul)
Temlpat DNA 1 ul (5 png/l)

(zdroj: autor)

Data ze sekvenatoru byla zpracovana pomoci programu GeneMapper
a vizualizovana v podobé pikli. Na obrazku 14 je ukazka vysledkl z fragmentacni
analyzy. V horni ¢asti obrazku je vidét vysledek typického zdravého jedince. Tento
pes ma normalni alelu, proto je zaznamenan pouze jeden pik.

Jedné-li se o pfenaSece, jedince, ktery nese jednu alelu mutovanou, zaznamena
sekvenator v disledku inzerce jedné baze 2 piky. Typicky vysledek pienasece je

znazornén v dolni poloving obrazku.

: |

Na elektroforeogramu je
pouze jeden pik. Jedna
se 0 zdravého jedince.

yyyy

Druhy pik znamena inzerci
jedné baze. Tento jedinec je
hetorygot (pfenasec).

b

{ A
A
V\

Obr. ¢. 14: Ukazka dat ziskanych z FA po zpracovani v programu (zdroj: autor).
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U nékterych vzorkt byly piky pfilis malé nebo dokonce zadné. Takové vysledky
nebylo mozné hodnotit. Vzorky byly znovu pfipraveny a odeslany do firmy SEQme
k zopakovani analyzy. Vzorky, které mély i po opakované analyze piky piili§ malé,
byly pfipraveny znovu. Koncentrace temlatové DNA u téchto vzorkt byla upravena
z 5 pg/l na 10 pgll.

I pfes upravu koncentrace templatové DNA se nepodafilo nekteré vzorky
hodnotit. U téchto vzorkii mohlo dojit k degradaci DNA vlivem dlouhodobého
skladovéani. Chyba mohla nastat i pfi izolaci DNA nebo pfi odbéru vzorku psa.

Vzorky, které se nepodatilo vyhodnotit, byly celkem 3. Jeden jedinec plemene
australsky ovcak byl vyhodnocen jako heterozygot (pfenase¢ HC). Zbytek
vySetfovanych pstt (96 jedincl) byli vyhodnoceni jako zdravi, bez ptitomnosti
mutace genu HSF4. Na obrazku 15 jsou graficky znazornéné vysledky z FA.

Kompletni seznam vysledkti z fragmentacni analyzy je uveden v tabulce 8.
Homozygoti jsou oznacovani jako clear a heterozygoti (pfenaseci) jsou oznacovani

carrier.

Vysledky genotypl vysetfovanych psu

1 3

O Clear
E Carrier

O Mevyhodnoceno

Obr. ¢ 15: Grafické znazoméeni vysledkt (zdroj: autor).
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Tab. ¢ 8: Vysledky z FA. Zdravi jedinci jsou oznaceni jako clear a heterozygoti (pfenaseci)
jako carrier.

Cislo vzorku Rasa Genotyp
1 Némecky ov¢ak Clear
2 Némecky ovcak Clear
3 Némecky ovcak Clear
4 Némecky ov¢ak Clear
5 Némecky ovcak Clear
6 Némecky ov¢ak Clear
7 Némecky oveak Clear
8 Némecky ov¢ak Clear
9 Némecky ov¢ak Clear
10 Dlouhosrsta kolie Clear
11 Dlouhosrsta kolie Clear
12 Dlouhosrsta kolie Clear
13 Dlouhosrsta kolie Clear
14 Dlouhosrsta kolie Clear
15 Dlouhosrsta kolie Clear
16 Dlouhosrsta kolie Clear
17 Border kolie Clear
18 Border kolie Clear
19 Némecky ovcak Clear
20 Némecky ovcak Clear
21 Némecky ovcak Clear
22 Némecky ovcak Clear
23 Némecky ovcak Clear
24 Némecky ovcak Clear
25 Némecky ovcak Clear
26 Némecky ovcak Clear
27 Némecky ovcak Clear
28 Némecky ovcak Clear
29 Némecky ovcak Clear
30 Némecky ovcak Clear
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31 Némecky ovcak Clear
32 Némecky ov¢ak Clear
33 Némecky ov¢ak Clear
34 Némecky ovcak Clear
35 Némecky ov¢ak Clear
36 Némecky ov¢ak Clear
37 Némecky ovcak Clear
38 Némecky ov¢ak Clear
39 Némecky oveak Clear
40 Némecky ov¢ak Clear
41 Némecky oveak Clear
42 Némecky oveak Clear
43 Némecky ovcak Clear
44 Némecky ov¢ak Clear
45 Némecky oveak Clear
46 Némecky ovcak Clear
47 Némecky ovEak -

48 Némecky ovcak Clear
49 Némecky ov¢ak Clear
50 Némecky ovcak Clear
51 Némecky ovcak Clear
52 Némecky ovcak Clear
53 Némecky ovcak Clear
54 Némecky ovcak Clear
55 Némecky ovcak Clear
56 Australsky ov¢ak Clear
57 Australsky oveak Clear
58 Australsky ov¢ak Clear
59 Némecky ovcak Clear
60 Némecky ovcak Clear
61 Némecky ov¢ak Clear
62 Dlouhosrsta kolie Clear
63 Kratkosrsta kolie Clear
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64 Kratkosrsta kolie Clear
65 Kratkosrsta kolie Clear
66 Kratkosrsta kolie Clear
67 Kratkosrsta kolie Clear
68 Border kolie Clear
69 Némecky ov¢ak Clear
70 Kratkosrsta kolie Clear
71 Kratkosrsta kolie Clear
72 Kratkosrsta kolie Clear
73 Kratkosrsta kolie Clear
74 Kratkosrsta kolie Clear
75 Australsky ov¢ak Clear
76 Australsky ov¢ak Clear
77 Australsky ov¢ak Clear
78 Border kolie Clear
79 Border kolie Clear
80 Némecky ovcak Clear
81 Némecky ovcak Clear
82 Kratkosrsta kolie Clear
83 Dlouhosrsta kolie Clear
84 Dlouhosrsta kolie Clear
85 Dlouhosrsta kolie Clear
86 Dlouhosrsta kolie -

87 Dlouhosrsta kolie Clear
88 Dlouhosrsta kolie Clear
89 Dlouhosrsta kolie Clear
90 Dlouhosrsta kolie Clear
91 Dlouhosrsta kolie Clear
92 Kratkosrsta kolie Clear
93 Dlouhosrsta kolie Clear
94 Dlouhosrsta kolie Clear
95 Dlouhosrsta kolie Clear
96 Némecky ovcak -
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97 Australsky ov¢ak Clear
98 Australsky ov¢ak Carrier
99 Australsky ov¢ak Clear
100 Australsky ovcak Clear

(zdroj: autor)

Jeden pes plemene australsky ov¢ak (vzorek 98) byl detekovan jako pienaSec
mutace genu HSF4 zpiisobujici hereditarni kataraktu. U vzorku 47, 86 a 96 nebylo
mozné zjistit vysledek. Piky elektroforeogramu byly moc nizké a nedalo se
S pfesnosti urCit genotypy jedinct. Pfi¢inou miize byt napt. degradace materidlu,

$patny odbér vzorku nebo chyba pii izolaci DNA.
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6 Diskuze

Primérni hereditarni katarakta je geneticky pfenaSend nemoc postihujici vice nez
sto plemen pst. U kazdého plemene psa se lisi vék ndstupu nemoci a také jeji
pfiznaky. V ramci plemene byvaji symptomy jednotné, nebo velmi podobné.
U nékterych plemen ovcackych pst se nemusi projevy katarakty dostavit béhem
zivota psa viibec. Genetické testy jsou jednou z moznosti pro odhaleni postizenych
psti. Podle studie Mellersh a kol. (2009) je u australského ovcaka s mutaci v genu
HSF4 riziko zvyseno 17krat oproti jedincim u kterych se mutace nevyskytuje
(Mellersh a kol., 2009)

Mellersh a kol. (2006) pouzili ve své praci DNA izolovanou z krve pst.
Odebrana krev byla konzervovana v roztoku EDTA a nasledn¢ izolovana komerénim
kitem pro extrakci DNA (Tepnel, Manchester, UK). Ricketts a kol. (2015) ve své
studii vyuzili DNA izolovanou z krve nebo z bukalnich stérd. Odbér krve musi
provadéet veterinarni 1ékar a jedné se o invazivni metodu zptsobujici diskomfort psa
Z tohoto divodu byl odbér vzorku proveden pomoci bukalnich stért. U nékterych
vzorkli nebylo mozné odbér provést spravné, predevsim z diivodu agresivity psa.
U téchto vzorkl byla naméfena mensi koncentrace DNA. K izolaci DNA byl pouzit
komer¢ni kit (Presto™ Buccal Swab gDNA Extraction Kit; Geneaid), ktery je uréeny
prave pro izolaci DNA ze vzorku odebranych stérem bukalni sliznice.

K izolaci psi DNA je také mozno pouzit 1 jiné biologické materialy, naptiklad
kozni tkan nebo chlup. Izolaci DNA z psich chlupii se ve své studii zabyvali Pfeiffer
a kol. (2004). Z jejich vyzkumu vypliva, Zze je tento zpisob ziskavani psi DNA
pracny a problematicky. Jednotlivé chlupy obsahuji velmi malé mnozstvi DNA
amnohdy nemaji zadné kofeny a folikuly. Genotypizace jedinci pomoci DNA
ziskané z psych chlupti byva proto velmi Casto netuspésna.

Po izolaci DNA byl optimalizovan PCR reakéni protokol k detekci genu HSF4.
Ten se lisil od teplotniho profilu PCR Mellersh a kol. (2009) uvedeného Vv jejich
praci v teploté nasedani primert (Mellersh a kol. (2009) uvadi jako optimalni teplotu
pro nasedani primerta 58 °C, rozdil je tedy 4°C). Teplotni profil se také lisi od
reakéniho protokolu uvedeného v praci Smaoui a kol. (2004) (teplota nasedani
primert se lisi o 1 °C). Smaoui a kol. (2009) se ale zabyvali detekci genu HSF4 ze
vzorki lidské DNA.
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Teplota nasedani primerti zavisi na jejich slozeni a jejich délce. V diplomové
préci jsou ale pouzity primery, které vyuzivali Mellersh a kol. (2009) ve své praci.
Rozdil teplot mohl byt zpiisobeny rozdilnymi laboratornimi podminkami, pouzitim
jiného termocykleru nebo pouzitim reagencii od odlisného dodavatele K piipravé
reakéni smési. V diplomové praci byl pouzit PPP MasterMixu (Top-Bio). Vyse
uvedeni autofi MasterMix nepouzili, reakéni smés pfipravili smichanim Taq
polymerazy, MgCl, PCR pufru a dNTPs (volnych nukleotida).

Komer¢né dostupny master mix obsahuje vSechny komponenty nezbytné pro
PCR reakci (kromé templatové DNA a primert). Jednd se o velkou vyhodu
Z hlediska ¢asové naro¢nosti piipravy vzorkt. Neni zapotiebi smichavat malé objemy
reakénich slozek, tim je také snizeno riziko kontaminace. Master mix firmy Top-Bio
navic obsahuje kromé& aditiv zjednoduSujicich skladovani a uc¢innost PCR 1 interni
barvivo, diky kterému je mozné nandSet vzorky na gel okamzité bez nutnosti
smichavani amplifikovanych fragmentt s dal$im barvivem (Top-Bio).

Jako metodu vhodnou pro analyzu genotyptu psi byla zvolena fragmentacni
analyza. Stejnou metodu pouzili k detekci mutace genu HSF4 ve své studii Mellersh
a kol. (2006, 2009). Jedna se o velmi citlivou metodu, kterd dokaze odlisit velikosti
fragmentu lisici se pouze o jednu bazi. Ricketts a kol. (2015) a Miiller a kol. (2008)
pouzili ve své praci pro genotypizaci jedinci metody sekvenovani vyuzivajici
platformy Illumina a Sangerovo sekvenovani. Shi a kol. (2009) pouzili k analyze
exprese genu HSF4 u mysi metody reverzni transkripce a real-time PCR. Tyto
metody by byly ale vporovnani s fragmenta¢ni analyzou finanéné narocné&jsi.
Fragmentacni analyza je alternativni metodou klasickému sekvenovani, kterd krome

Fragmentacni analyza ma v genetice psti celou fadu uplatnéni. Napiiklad
Savolainen a kol. (2000) vyuzili tuto metodu pro forenzni vySetfovani DNA,
konkrétné¢ pro analyzu tandemovych repetic mtDNA u domacich psii. Pomoci
fragmentacni analyzy odhalili inzerce nebo delece vtéto oblasti a nasledné
na zaklad¢ ziskanych dat dokazali identifikovat jedince. Irion a kol. (2003) tuto
metodu pouzili ve své praci k hodnoceni genotypové variabilité¢ u 28 psich plemen.
Cilem prace bylo urCit genetickou ptibuznost téchto plemen a objasnit jejich
fylogenezi. Ke studii bylo vybrano 100 mikrosatelitnich markerii (autozomalné

recesivni markery, Y chromozom marekry, mtDNA markery a SNP).
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Rutinni pouziti fragmentacni analyzy pro testovani genetickych mutaci psu je
vhodné naptiklad pro detekci delece v genu POMC, ktera je spojovana s obezitou
u labradorskych retrivra (Lourengo a kol., 2019). Pro detekci mutace v genu
SERPINH1, ktery koduje vyvoj kolagenu I. typu. Tato mutace méa za nasledek
onemocnéni osteogenesis imperfekta projevujici se zvySenou lomivosti kosti
u jezevciku (Eckardt a kol., 2013). Nebo pro screening genu CNGAL. Delece v tomto
genu ma za nasledek progresivni atrofii sitnice u sheltii (Wiik a kol., 2015).

Ricketts a kol. (2015) se ve své praci vénuji kromé genu HSF4 i dalsim gentim,
které by mohli mit spojitost s HC. Jako nadéjny marker se jevi gen SCFD2. Mutace
v tomto genu byla nalezena u nékolik jedinct s HC. Zatim ale tento gen neni pfilis
dobfe znam. Prozatim jeho detekce slouzi pouze jako kontrolni test pfi testovani
genu HSF4.

Po vyhodnoceni dat ze sekvenatoru byl jeden pes plemene australsky ovcak
genotypizovan jako pienaSe¢ HC. Ostatni vzorky byly vyhodnoceny jako ,,Cisté®,
bez ptitomnosti mutace. Vysetfovanych jedinci plemene australského ovééka bylo
Vv diplomové praci celkem 10. Procento promoienosti by tak odpovidalo 10 %
Vv populaci australského ovcaka. Queney (2012) analyzoval populaci australskych
ovCaki. Na zaklad¢ ziskanych dat urcil frekvenci vyskytu u australského ovcaka
na23 %. Podle vysledkt studie Mellersh a kol. (2009) je procento promotenosti
pfenasec¢e HC u australského ov¢aka 15,7 % a homozygotnich jedincii s HC 0,34 %.

Procenta promotenosti uvedena v publikacich mohou byt ovlivnéna mistem, kde
byla studie provadéna. Rozdil by mohl byt zplsoben 1 rozdilnou velikosti testované
populace. Mellersh a kol. (2009) a Queney (2012) méli k dispozici pro analyzu genu

HSF4 vice jedinct, proto mohou byt statistickd data ovlivnéna.
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7 Zavér

Cilem této diplomové prace byla optimalizace metody PCR pro detekci genu
HSF4 u ov¢ackych plemen pst a nasledné analyza genotypii n€kolika jedinct téchto
plemen pomoci fragmentacni analyzy.

Fragmenta¢ni analyza byla zvolena jako vhodnd metoda z hlediska povahy
mutace a také z hlediska finan¢niho. Jednéd se o levnéjsi metodu, nez je naptiklad
klasické sekvenovani, ale zaroven je to metoda citliva a velmi spolehliva.

Celkem bylo testovano 100 vzorki pst plemene australsky ovéak, némecky
ovcak, border kolie, dlouhosrstd a kratkosrsta kolie. Vzorky byly odebrany
cytologickym kartd¢kem z bukalni sliznice psi.

Pro izolaci DNA byl pouzit komer¢ni extrakéni kit. Hlavni vyhodou komeréniho
kitu je rychld a nendro¢na izolace DNA, ktera je pfi vétsim mnozstvi vzorku potieba.
Kvalita takto izolované DNA je pro ucely screeningu genu HSF4 dostacujici.
Koncentrace izolovanych vzorku se pohybovala v rozmezi od 9,32 ng/ul do 131,54
ng/ul. Hor8i kvalita a menSi koncentrace DNA mohla byt zplisobena S$patnym
odbérem vzorku.

Po izolaci DNA byl optimalizovan teplotni profil PCR. Gen HSF4 byl
detekovan u vSech jedincl. Nasledné byli jedinci genotypizovani za pouZiti
fragmentacni analyzy. Primery pouzit¢ k amplifikaci genu HSF4 byly oznaceny
fluorescenéni barvou FAM. Nasledné byly fragmenty analyzovany formou sluzby
firmou SEQme na pfistroji Applied Biosystems 3500 (Applied Biosystem).

Tti vzorky se nepodafilo ani po opakované analyze vyhodnotit. 96 vzorki bylo
vyhodnoceno jako zdravi jedinci a 1 pes plemene australsky ovcak byl vyhodnocen
jako prenaSeC hereditarni katarakty (celkem bylo testovano 10 pst plemene
australsky ovcak).

Po vyhodnoceni vysledki lze konstatovat, ze fragmentacni analyza je pro
vySetieni genu HSF4 vhodna. Je to metoda citliva a inzerce nukleotidu C byla
detekovana velmi pfesné na zaklade¢ rozdilnych amplifikovanych fragmentt DNA.

Z vysledku také vyplyva, ze se vV chovech ovcackych pst (pfedevsim v chovu
australského ovcaka) HC vyskytuje. Vyskyt prenaseci je ale velmi nizky. I ptes to,
ze se jedna o pozitivni zpravu, majitelé psi by neméli véasnou detekci mutace genu
HSF4 pied zafazenim psa nebo feny do chovu podcenit. Genetické testovani psu je

velmi dulezité pro zabranéni narozeni nemocnych $ténat nebo pienasecu.
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9 Seznam pouZzitych zkratek

Napt-. Naptiklad

Obr. Obrazek

Tab. Tabulka

Tzv. Takzvané

HC Hereditarni katarakta

FA Fragmentac¢ni analyza

CE Kapilarni elektroforéza
DNA Deoxyribonukleova kyselina
C Cytosin

G Guanin

T Thymin

A Adenin

bp Par bazi

PCR Polymerazova tetézova reakce

PCR-RFLP  Polymorfismus délky restrik¢énich fragmentti
AS PCR Alelové specifickd PCR
rt-PCR Polymerazova fetézova reakce spojend s reverzni transkripci

RT-PCR Real-time PCR

HSF4 Heat shock transription factor 4 (Transkripéni faktor tepelného Soku
4)

HSP Proteiny tepelného Soku

APC Antigen prezentuji buiika

NK Nukleova kyselina
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