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Detekce mutace genu VPS13B zodpovédné za Syndrom
uvéznénych neutrofilii u vybranych plemen psi

vyuzivanych pro asistenc¢ni aktivity
Souhrn

Tato bakalarska prace na téma ,,Detekce mutace genu VPS13B zodpovédné za
syndrom uvéznénych neutrofilii u vybranych plemen pst vyuzivanych pro asisten¢ni aktivity
zadina literarni reSer$i dané problematiky a nasledné pokracuje experimentalni Casti, ktera

byla provedena na katedie genetiky a Slechténi.

V literarni reSerSi je majoritni ¢ast zaméfena na Syndrom uvéznénych neutrofilti a na
Cohentiv syndrom. Oba tyto syndromy jsou zplUsobeny mutaci stejného genu a z tohoto
duvodu je pes vhodnym genetickym modelem pro vyzkum lidského onemocnéni. Z literarni
reSerSe je jednoznacné, Ze Syndrom uvéznénych neutrofill je autozomalné recesivni
onemocnéni a je zpusobeno deleéni mutaci 4 bazi (GTTT) na 13. chromozomu v exonu 19.
Tato mutace se objevuje pouze u plemene border kolie. Syndrom uvéznénych neutrofild
zpusobuje velmi zavazné poruchy jedinctl, pro které je ve vétSing€ piipadd toto onemocnéni
letalni. Pokud jedinci s touto mutaci pteZiji prvni tydny Zivota, ziji pouze velmi kratky a
nekvalitni Zivot. Trpi prijmy, horeCkami, zvracenim a také maji typické “fretkoidni

protaZzené tlamy.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na izolaci DNA z bukalnich stéri jedincl plemen
border kolie, zlaty retrivr, labradorsky retrivr a Nova Scotia duck tolling retrivr, vytvotfeni
PCR markeril a naslednou sekvenaci ziskanych PCR amplikond.

Vysledky experimentalni ¢asti potvrdily hypotézy, ze kauzalni mutace je ovlivnéna

plemennou pfisluSnosti a lze ji snadno identifikovat sekvenaci PCR amplikond.

Kli¢ova slova: pes domaci, Canis lupus f. familiaris, Syndrom uvé&znénych neutrofild,

VPS13B, mutace, PCR, sekvenace



Detection of VPS13B gene mutation responsible for
Trapped neutrophil syndrome in selected dog breeds used

for assistance activities

Summary

This bachelor thesis ,,Detection of VPS13B gene mutation responsible for Trapped
neutrophil syndrome in selected dog breeds used for assistance activities® starts with
theoretical part and continue with experimental part, which had done in Department of

genetics and breeding.

The theoretical part is focused on Trapped neutrophil syndrome and Cohen syndrome.
Both of theese syndromes are caused by mutation of same gene and this is the reason, why a
dog is a suitable genetic model for human disease research. Based on the theoretical part is
obvious that Trapped neutrophil syndrome is a autosomal recessive genetic disease and is
caused by deletion of 4 bases (GTTT) on 13th chromosome in 19th exon. This mutation is
only in border collie breed. The Trapped neutrophil syndrome causes very serious problems
and for individuals theese problems may be letal. If they survive, they have a very poor

quality life. They have diarrhoea, pyrexia, vomite and have a typical facial ,,ferret-like* snout.

The experimental part is focused on isolation DNA from buccal mucosa of border
collie breed, golden retriever, labrador retriever and Nova Scotia duck tolling retriever, than it
is focused on design PCR markers and sequencing PCR amplicons.

The experimental results had confirmed hypothesis that the causal mutation is affected

by pedigree and it is easy to identificate it by sequencing PCR amplicons.

Keywords: dog, Canis lupus f. familiaris, Trapped neutrophil syndrome, VPS13B,

mutation, PCR, sequencing
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1. Uvod

Pes domaci (Canis lupus f. familiaris) je nejvice rozsifenym domestikovanym
zvitetem. Byl vyslechtén z vlka. Tato domestikace zacala jiz pted zhruba 15 000 lety a dnes je
tento savec rozSifen na vSech kontinentech. Je Gizce vazan na ¢lovéka a v dnesSni dobé¢ je
vyuzivan v mnoha smérech. VéEtSina z nas ho zna jako spole¢nika doma ¢i na zahrad¢, dale se
vyuziva pii lovu, mizeme ho vycviCit na zachrandie, obranaie nebo jako vyhledavace
ruznych pacht. V dnesni dob¢ se pes Casto vyuziva jako asistent pro lidi, ktefi sami na bézné
zivotni ikony nestaci.

Pes vycviceny v asistenta mize handicapovanym poslouzit jako jejich chybéjici smysl.
Nevidomym ¢i slabozrakym nahrazuje o€i, poméaha jim jako priivodce pii béZznych dennich
cestach, kde si nejsou uplné jisti terénem. Lidem na voziku mtize pomoci jako prodlouzena
ruka a podava jim spadané véci, dale sundava obleceni, které by si sami s obtizemi sundali.
Asistenéni pes také muze fungovat jako psychicka opora a pomaha rozvijet opozdéné jedince,
at’ uz se jedna o fyzioterapeutického psa, kdy se télo klienta prohfiva télem psa nebo psa
spole¢nika, ktery pomaha détem s logopedickou vadou, aby se vice rozmluvily.

Pro mnohé z nas je pes neodmyslitelnym partnerem v zivoté, tim padem je pro nas
jeho zdravi a geneticka stranka velmi dilezitd. Ne z diivodu, ze bychom zatracovali nemocna
zvitata, ale proto, aby s nami nas partner a spole¢nik ztstal co nejdéle.

Cely psi genom byl rozlustén v roce 2004 a proto uZz neni tézké zkoumat uréité
genetické predispozice a onemocnéni. Je mnoho zpusobu jak ziskat DNA z organismt, ale u
pst se nejvice vyuZzivaji rozbory chlupt, stéry z bukalnich sliznic nebo rozbory krve. Déle se
mohou délat 1 odbéry té€lnich bun¢k, ale pro mnohé vyzkumy to neni potieba. Postaci méné
invazivni odbéry vzorkd, u kterych zalezi hlavn€ na zplsobu odbéru a tim padem na kvalité
odebraného vzorku.

Tato bakalatska prace se zabyva detekci mutace, ktera zpsobuje deleci 4 bazi a ta ma
za nasledek neutropenii a jiné komplikace, ktera je ve vétSing ptipada pro Cerstvé narozena
Sténata letalni, popfipadné psi ziji méné kvalitni zivot s brzkym umrtim. Tato mutace se da

zjistit ze vzorku DNA, kde se prokaze dana delece.



2. Cil prace

Syndrom uvéznénych neutrofili je v soucasnosti pomérn¢ dobie geneticky
prostudované onemocnéni pst. Pii vybéru tohoto tématu bylo vybrano nékolik védeckych

hypotéz, dle nich byly vytvoieny cile, které byly potvrzeny nebo vylouéeny.

2.1. Védecké hypotézy

e Mutace genu VPS13B je povazovana za kauzalni pro vznik tohoto onemocnéni.

e Lze predpokladat, ze vyskyt kauzalni mutace genu VPS13B muze byt ovlivnén
plemennou piislusnosti.

e Mezi plemena s vysokou frekvenci vyskytu tohoto onemocnéni patii border kolie.

e Techniky molekularni genetiky umoziuji tyto mutace identifikovat na urovni

sekvenace PCR amplikont nebo pomoci genetickych markert.

2.2. KonKkrétni cil prace

e \jypracovat uceleny literarni piehled zaméfeny na genetické pii¢iny Syndromu
uvéznénych neutrofild u pst a moznosti detekce kauzalni mutace.

e Navrhnout PCR markery, které umozni detekovat kauzalni deleci genu VPS13B na
zaklad¢ délkoveho polymorfismu pomoci kapiléarni elektroforézy.

e Sekvenacni analyzou potvrdit specificnost navrzenych markerd.

e Zpracovat In silico analyzu sekvence genu VPS13B.
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3. Literarni reserse

3.1. Pes domaci a jeho domestikace

3.1.1. Domestikace psa

Price (1984) tvrdi, Ze domestikace je postupna adaptace ¢lovékem drzenych zvifat na
né¢j a na jeho zpisob Zivota. Také tikd, ze domestikace pfinesla mnoho fenotypovych zmén a
proto se domestikovani jedinci li$i od svych ptivodnich predkd.
Francis Galton ve své studii z roku 1865 (Galton, 1865) formuloval podminky, které
musi zvife spliiovat, aby mohlo byt domestikovéano.
e Odolnost — zvife se musi umét piizpusobit novému prostiedi, piezit v ném a
rozmnoZzovat se v ném.
e Prichylnost k ¢lovéku — zvife musi sebou nechat manipulovat a podvolit se lidské vili,
1 kdyz se mu nechce a ¢asto jde o tvrdou praci.
e Touha po pohodli — az zvite zjisti, Ze je Zivot s ¢lovékem lepsi, nez ve volné piirodg,
bude se chovat klidnéji.
e Uzitecnost pro ¢loveka — zvife musi byt pro ¢loveéka atraktivni a uZitecné, aby mélo
vyznam pro domestikaci.
e Snadné rozmnoZovani — zvife musi byt ochotno se rozmnoZzovat 1 v zajeti, aby mohlo
byt domestikovano.

e Ochocitelnost — zvife musi byt lehce manipulovatelné, i pfes vliv velkého stada.

3.1.2. Pes domaci

Divoci i doméci psi patii do stejné taxonomické skupiny ¢eledi Canidae (psoviti).
Vznik této skupiny sahd do obdobi pfed 50 miliony let (Ostrander et Wayne, 2005). Poté se
tato skupina rozdélila do 35 skupin, které zname dodnes. Geneticky jsou si tyto skupiny velice
podobneé. Karyotypy (soubory chromozomu v jadie) jsou rozdilné (pohybuji se od 36 az 78

chormozomtl), ale vSechny tyto kombinace jsou sloZené z karyotypu jejich spole¢ného predka
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(Nash et al., 2001). Ostrander a Wayne (2005) tvrdi, ze pes domaci (Canis lupus) se vyvinul
jako posledni z téchto 35 skupin a patii do rodu Canis.

Rod Canis se morfologicky vyznacuje 42 zuby, mohutnymi trhaky a velkymi $picaky,
petiprstymi prednimi a Ctyiprstymi zadnimi koncetinami. Pievazné se jednd o masozravce a
velmi uspésné smeckové lovce. Dale maji vyborny Cich, diky kterému jsou nedocenitelnymi
pomocniky lidem v soucasnosti (Cisafovsky, 2008).

Diive se predpokladalo, ze v dneSni dobé tolik znamych plemen pst, muselo
vzniknout z mnoha psovitych Selem, ale az moderni analyza mitochondridlni DNA ukézala, ze
jediny piedek psa domaciho je vlk obecny (Canis lupus) (Villa et al., 1997) a pozdé&ji byl
pieklasifikovan z Canis familiaris na Canis lupus familiaris (Cisafovsky, 2008). Lindblad-
Toh et al. (2005) popsali genom psa a dokazali, ze vlk a pes jsou si nejbliz§imi ptibuznimi a
1i81 se pouze v 0,04 % - 0,21 % genetické informace. Dale se tito dva jedinci mohou péfit s

dal$imi pfibuznymi a to s kojotem a Sakalem.

3.2. Genom psa

Psi genom byl poprvé kompletné rozlustén v roce 2004 védkyni Kirsten Lindblad -
Toh a jejim tymem z harvardského institutu, vysledky publikovali o rok pozdé&ji. Lindblad -
Toh et al. (2005) zkoumali psi genom na fené¢ boxera jménem Tasha. Plemeno boxera bylo
vybrano z divodu jeho proslechténosti, tedy ustalené genové vybave.

Odhalili, ze psi genom se sklada z necel¢ 2,5 miliardy part bazi. Také objevili zhruba
2,5 miliond SNP (single nucleotide polymorphisms). Mapa téchto SNP nidm umoZiuje
studovat genom psa a pomaha rozpozndvat geny ovliviiyjici jeho zdravi. Identifikace psiho
genomu nam pomohla pfi dal§$im zkoumani dédi¢nych onemocnéni, riznorodosti plemen ¢i
pribuznosti s vlkem. Ostrander a Wayne (2007) tvrdi, Ze se pes stal béhem poslednich staleti
vyznamnym partnerem v lidském zivoté, kde byl vystaven ¢astému ktizeni, a proto vzniklo na
400 plemen. Aby néjaké plemeno bylo ustdlené, muselo se pfistoupit k piibuzenskému
kiiZeni, aby se zafixovaly urcité rysy. Toto Uzké kiiZzeni ma za nésledek mnoho dédi¢nych
chorob a zdravotnich problému.

Déle Lindblad-Toh et al. (2005) v teto studii publikovali fakt, Ze psi a lidé maji asi
5,3% spolecnch prvki, které pretrvaly v genetické informaci i pfes mnohalety vyvoj a selekci.
Tyto prvky se dale nachazeji pravdépodobné i u jinych savci, protoze byly nalezeny i u mysi.
Pes je proto ¢asto vyuzivanym modelovym organismem, pro vyzkumy lidskych onemocnéni.
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3.3. Casta plemena psti vyuzivana pro asisten¢ni aktivity

3.3.1. Border kolie (BOC)

3.3.1.1. Popis plemene BOC

Podle klasifikace je toto plemeno fazeno do skupiny plemen ov¢ackych, pasteveckych,
honackych. Jedna se o psy velmi inteligentni, uéenlivé a pracovité. Pro toto plemeno je zndmy
jeho stadni instinkt (Mcleavy, 2008). Velmi ¢asto se silné citové poutaji ke svému panovi. Je
to stfedné velké plemeno, s kratkou 1 sttedné dlouhou srsti (dlouhd v dnesni dobé¢ pievlada).
Barva srsti neni omezena, ale nesmi ptevladat bila barva (obrdzek 1). Border kolie byla
vySlechténa pro ov&acké povinnosti na pomezi Anglie a Skotska (Mooreovd, 2002). K vybéru
kvalitniho ov¢ackého psa se ve Velké Britanii pofadaly soutéze dovednosti a paseni (tzv.
Sheepdog trials — prvni se konal uz v roce 1873). Toto plemeno bylo oficialné¢ uznano az v
roce 1976 The Kennel clubem, FCI toto plemeno uznalo 24. 6. 1987 (Fogle, 1995).

Pro jejich energickou povahu se BOC vyuzivaji zejména na paseni, agility,
dogdancing, frisbee, flyball, obedience, zachranaisky vycvik, coursing, dogtrekking. Na
druhou stranu pro jejich milou povahu, empatii a inteligenci se vyuZzivaji jako
canisterapeuticti psi a psi asisten¢ni. VSechny tyto udaje jsou sepsané v plemenném standardu
(\Verhoef-Verhallen, 2002).

Obrazek 1 Plemeno border kolie (dostupné z http://www.bcccz.cz/oplemeni.htm)
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3.3.1.2. Typicka onemocnéni plemene BOC

V soucasnosti je podle klubu border kolii (www.bcccz.cz) povinné chovné BOC
vySetfit na pohybové onemocnéné - dysplazii ky¢elniho kloubu (DKK), dysplazii loketniho
kloubu (DLK) a osteochondrézu ramenniho kloubu (OCD), které jsou zjistitelné rentgenem.
Pokud jedinec vykazuje dysplazii, neznamena, Ze je automaticky vyfazen z chovu.
Posuzovatel téchto onemocnéni ohodnoti miru dysplazii a poté ud¢€li schopnost/neschopnost.
Také musi mit vysetfeni zraku - vySetfeni o¢niho pozadi, které vylouc¢i glaukom, anomalii oka
(CEA) a progresivni atrofii sitnice (PRA). Nemocni jedinci jsou vyfazeni z chovu. Déle se
povinné vySetiuje dédicné onemocnéni Syndrom uvéznénych neutrofilt (TNS), u kterého je
podminkou, aby alesponi jeden z rodi¢i byl TNS normal, tedy nenesl mutovanou alelu
(\Verhoef-Verhallen, 2002).

3.3.2. Némecky ovcak (NO)

3.3.2.1. Popis plemene NO

Jedna se o plemeno velmi ucenlivé a inteligentni stejné jako kolie. Také ma pevné
nervy a je sebevédomy, ovladatelny, pozorny a dobromyslny. M4 vSestranné vlohy, proto se
Casto vyuziva jako hlida¢, obranaf, ale i jako pracovni pes, zejména jako zachranat nebo
vyhledavac¢ pachti ¢i osob. Ov¢éak je velmi oddany a vérny a z téchto diivodil se vyuziva jako
pes vodici. Velmi se proslavil ve vale¢ném obdobi (Stépansky, 1974). Je to plemeno stfedni
velikosti s ¢ernou, Sedou ¢i rezavou barvou, kterd mize byt samostatné nebo jako tmavy

zéklad s rezavymi ¢i svétlymi odznaky (Raber, 1994).

3.3.2.2. Typicka onemocnéni plemene NO

U toho plemene se nejvice vyskytuje dysplazie (Necas a Griffon, 2004). Jako u BOC
se jedna o dysplazii kycelniho kloubu a dysplazii loketniho kloubu (Beranek, 2005). Pro

uchovnéni je povinné podle Klubu chovateli némeckého oveaka (www.ceskyklub-no.cz) mit

14


http://www.bcccz.cz/

jedince vysSetfeného na DKK a také geneticky potvrzené rodicovstvi. Pro posouzeni RTG

snimki plati stejnd pravidla jako u BOC.

3.3.3. Labradorsky retrivr (LR)

3.3.3.1. Popis plemene LR

Toto plemeno je vSestranné, ale zejména je pratelské, inteligentni, oddané,
ptizplisobivé a nekonfliktni. Také je hravy, méd vyborny Cich a miluje vodu (Kubes$ a Korda,
1998). V dnesni dob¢ se vyuziva jako obranaf, stopaf, vyhledava¢ drog, vodni zachranaf nebo
jako asisten¢ni pes. Labrador ma kratkou srst ve zluté, cokoladové a ¢erné barvé. U tohoto
plemene se Casto vyskytuje problém s nadvidhou a proto je potieba mu vénovat dostatek
pohybu a aktivit. Do dnes se vSeobecné ma za to, Ze je LR plvodné z Gronska, kde byvali
vidéni rybafi s t¢mito psy vyuzivanymi k lovu ryb (Duke, 2001). Svou proslulost LR ziskal na
konci 19. stoleti v Anglii na poli Field triald (zkouSka loveckych pst). Ve skutecnosti neni
toto plemeno piili$ staré, jeho chovatelsky klub se zformoval az v roce 1916 a v roce 1925

vznikl Klub Zlutych retrivr (Yellow Labrador club) (Duke, 2001).

3.3.3.2. Typicka onemocnéni plemene LR

LR je stejné€ jako NO dobte znan pro své pohybové problémy. Podminkou pro chov je
vysetfeni DKK a DLK. Casto jsou postizeny oba klouby najednou (Evans et White, 2014).
Dysplazie kycelniho kloubu se hodnoti jako u BOC, ale jakakoli dysplazie loketniho kloubu
nevyfazuje z chovu podle klubu chovatelti retrivrd (www.retriever-klub.cz), ale musi byt
zapsana v prukazu pivodu. Doporucuje se labradortim kazdoro¢né vySetfovat o¢ni pozadi,
také by mél byt alesponi jeden rodi¢ normélni (clear) v onemocnéni progresivni atrofie sitnice

(Sova, 1987).
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3.3.4. Zlaty retrivr (GR)

3.3.4.1. Popis plemene GR

Tento retrivr je velmi pratelsky, laskavy, pritulny a davétivy. Také je velmi poslusny,
inteligetni a ma vrozené vlohy pro plnéni riznych ukolt (Nohelova, 2013). Stejné jako LR
patii do skupiny retrivrii a proto jsou si v mnoha vécech podobni. Vzhledové ho od labradora
rozezname diky jeho delsi lehce zvinéné srsti a také se objevuje pouze ve zlaté nebo bézové
barvé (Faltusovd, 2010). Stejné jako labrador, zlaty retrivr miluje vodu a proto je ¢asto cvicen
k vodnim sportim, také se ¢asto vyuziva jako asistencni pes pro jeho klidnou a mirumilovnou
povahu. Toto plemeno bylo také vyslechténo koncem 19. stoleti v Anglii pfedevsim jako

donase¢ vodniho ptactva (Boneham, 2006).

3.3.4.2. Typicka onemocnéni plemene GR

TaktéZ jako labrador toto plemeno bojuje s dysplaziemi kycle a lokte, proto pro né¢ho
plati stejna pravidla v chovu (Bauer, 1997). Toto onemocnéni se vySetiuje pomoci rentgenu
(Schneidermannovd, 1999). U zlatého retrivra je doporucené provést oftalmologické vySetieni
oka pro onemocnéni PRA, GR-PRA (atrofie sitnice u zlatych retrivrii) a dale rentgenové

vySetieni na OCD (www.retriever-klub.cz).

3.4. Laboratore a poskytované metody

V Ceské republice najdeme pouze par certifikovanych laboratofich, které nabizi
Sirokou Skdlu diagnostik. Nékteré veterinarni ordinace maji vlastni laboratofe a jsou si
schopny vysetfit dany material. VétSinou se jedna o jednoduché diagnostiky a sta¢i na né
pouze mensi pristroje, které nejsou tolik financné narocné.

Ve specializovanych laboratofich se casto setkdvame s diagnostikou celkového
genetického profilu, testy otcovstvi a matefstvi, testy dédi¢nych chorob, testy pro barvu a

strukturu srsti, dale se diagnostikuje pfitomnost patogenti a Cistokrevnost.
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Mezi nejznaméjsi laboratofe patii Genomia, ktera jako jedina v Ceské republice nabizi
testovani Syndrom uvéznénych neutrofili (TNS). Tato laboratof se zaméfuje na lidi, psi,
kocky, koné, ptaky, klist'ata a skot. Da se také objednat balicek vySetieni, kde je analyza genu

VPS spojena jesté s dalsi ¢i dal$imi analyzami. Na obrazku 2 se nachazi zprava z vysetifeni

detekce mutace genu VPS13B. Vice informaci na www.genomia.cz.

Obrézek 2 Zprava o vysledku zkousky detekce mutace genu VPS13B

laboratory

Zprava o vysledku zkousky #012345: Detekce mutace g.4411956_441190delGTTT
genu VPS13B zplsobujici onemocnéni TNS u
plemene border kélii metodou fragmentaéni
analyzy

Vysetfovany Zakaznik

Vzorek: 08-12345 Jan Novak

Jméno: Lassie DEMO Dlouhé 1

Rasa: —- 30000 Plzen

Tetovaci cislo: 1392013 Czech Republic

Mikrodip: 123456789012345

Registracni islo: REGQ 12345

Datum narozeni: 31.12,1909

Pohlavi: samice

Datum pfijeti vzorku: 25.11.2008
Vydetfovany materidl: krev

Pfi odbéru byla ovéfena identita jedince.

Vysledek: Mutace nebyla detekovana (N/N)

Vysvétlivky: N/N = normalni genotyp. N/P = pienaded mutace. P/P = mutovany genotyp (u jedince se s nejvétii
pravdépodobnosti projevi onemocnéni). (N = negatival; P = positivni)

Komentarf k vysledku

Byla vy3etfena pfitomnost &i absence deledni mutace 9.4411956_4411960delGTTT v exonu 19 genu
VPS13B zplsobujici syndrom uvéznénych neutrofild (Trapped Neutrophil Syndrome, TNS) u psi
plemene border kélie. Mutace naruiuje spravnou Funkci skupiny bilych krvinek - neutrofild, které se
podili na odstrafiovéni bakteridlnich infekcl a jsou dlleZitymi Glastniky akutni Fize zanétu.
Selhévani imunity se projevuje u stéfat jiz ve véku dvou tydnd po narozeni a Stéhata umiraji nebo
byvaji utracena ve véku okolo 4 mésicd. Prvnimi pfiznaky mohou byt apatie, nechutenstvi, prijmy &
$patnd pohyblivost. Daldi pfiznaky zavisi na druhu infekce, s kterou dany jedinec bojuje.

Mutace zpdsobujici TNS u border kélii je dédéna autosomalné recesivné, Nemoc se projevi jen u
Jedinch P/P, ktefi maji mutaci v obou kopiich VPS13B genu. Pfenadedi mutovaného genu N/P jsou
klinicky zdravi, ale mohou pfendiet mutad na své potomky. V pfipadé kryti dvou heterozygotnich
Jedinch (N/P) bude teoreticky 25 % potomkd zcela zdravych (N/N), 50 % potomkd pfenadeld (N/P) a
25 % potomkd (P/P) zdédi od obou rodi¢d mutovany gen a bude postiZzeno TNS.

Metoda: SOPS8, akreditovand metoda

Senzitivita metody (pravdépedob e byla sprivné detekovina mutovans slela v genu u heterozygota nebo mutovaného
homazygola) je wwidl nez 99%. Specificita dy (pravdépodob Ee byl sprivné detekovéna zdravs alels v genu u
heterazygota nebo zdravého homozygota) je vyiddi nek 39%.

Datum vystaven| zprévy: 25.11.2008
Jména odpovédnych osob: Jméno Piijmeni, analytik

Daéle v Ceské republice najdeme laboratof GenRex, ktera ma v nabidce méné analyz.
Nabizi paternitu, Cistokrevnost, dale testuje délku srsti, celkovy geneticky profil, dédi¢né
choroby jako jsou dwarfismus, degenerativni myelopatie a maligni hypertermie. Vice
informaci na www.genrex.cz. V této laboratofi pracuji laborantky, které pracuji na Fakulté
tropického zemédélstvi CZU v Praze a zde se zabyvaji vyzkumem genetiky
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Ceskoslovenského vlaka a jeho hybridi s viky.

Jednou z veterinarnich ordinaci v Ceské republice, ktera nabizi genetické testovani je
Genservice, s.r.o., kde testuji pro jiné ordinace rodiovstvi a piibuznost, urcuji pohlavi a
dédicné choroby a také archivuji DNA v DNA bance. Vice informaci na
www.almara.cz/genservice/.

Pro detekci mutace genu VPS13B se také vyuzivaji laboratofe v cizing. Podle klubu
chovatelti border kolii se vzorky mohou zasilat do laboratofe Laboklin, ktera se nachazi
v Némecku, ale nabizi cely servis v ¢estiné a ma také ¢eské konto (www.laboklin.de). Déle se
majitelé mohou obratit na laboratoi OptiGen, kterda se nachdzi v USA a zabyva se pouze
genetikou psich plemen. Jeji ¢lenové jsou odbornici v oborech oftalmologie, molekularni

diagnostiky a genetiky (www.optigen.com).

3.5. PCR reakce

PCR reakce se fadi mezi nejvice vyuzivané metody genetické diagnostiky a z tohoto

davodu byla pouzita v této bakalaiské praci.

3.5.1. Zakladni informace

Polymerazova fetézova reakce je metoda rychlé amplifikace (zmnoZeni) useku DNA
(Innis et al., 1990). Aby mohl byt amplifikovan urcity isek DNA, musi byt ohrani¢en primery
(oligonukleotidy — fragmenty DNA o 20-25 nukleotidech) (Alberts et al., 2005). Samotna
syntéza je provedena termostabilni polymerazou, v dne$ni dobé nejvice se pouziva Taq
polymeréza izolovand z bakterie Thermus aquaticus. Pfi PCR metodé se vyuziva cyklickych
zmén teplot, které umozZiuji denaturaci DNA (rozvolnéni dvousroubovice), nasedani primeri

a syntézu DNA.

3.5.2. Princip PCR reakce

Pii PCR reakci se vychazi ze stejného principu jako pii syntéze DNA pfi replikaci
DNA v burice. Probéhne denaturace dvouvlaknové molekuly DNA a navaze se primer.
Navazany primer na jednovldknovou DNA tvofi ,,odrazovy mistek pro tvorbu nového
komplementarniho vlakna. Po vzniku nové dvouvlaknové molekuly dochazi opét

k denaturaci, nasledného navazani primeru a poté k syntéze komplementarniho vlakna. Tato
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¢ast PCR reakce probiha vétsinou 30 - 35x. To znamena, Ze z jedné molekuly DNA je mozné

amplifikaci ziskat 1 miliardu molekul DNA (Watson et al., 1998).

3.5.3. Reak¢ni faze amplifikace

e Uvodni denaturace - molekula DNA se zahfteje na teplotu 94 — 98 °C. Pii této teploté
se narusuji vodikové mustky mezi bazemi a molekula se rozvolni na dvé vladkna. Tato
faze probiha 3 — 5 minut.

e denaturace — probiha pii 94 - 98 °C po dobu 30 sec az Imin

e annealing (nasednuti primeri) - teplota je snizena na 50 — 65 °C, coz umoziiuje
nasednuti primera na specificka mista DNA. Doba nasednuti je 30 sec.

e syntéza DNA — teplota syntézy je zavisla na pouzité polymeraze, pti Taq polymeraze
je optimalni teplota 72 — 80 °C po dobu 30 sec az 1 min. V této fazi dochazi k syntéze
vlakna od 5” konce k 3" konci.

e zavéretna syntéza DNA — probiha piti 72 - 80 °C po dobu 4 min, z divodu

dosyntetizovani produktd (Snustad et Simmons, 2009).

Pro dostate¢nou amplifikaci staci 30 cykli. PCR reakce probiha v termocykleru,
coz je piistroj, ktery umoziuje béhem nékolika sekund ménit teplotu aZ o nékolik desitek

stupini Celsia (www.labguide.cz).

3.6. Syndrom uvéznénych neutrofili

3.6.1. Popis genetického onemocnéni

Jedna se o druh dédi¢né neutropénie u border kolii, kdy jedinec vykazuje nizkou
hladinu neutrofild v krvi. Tato nizka hladina je zptisobuje tim, Ze se z kostni dfen¢ neuvoliuji
vytvoiené neutrofily a ty potom v krvi chybi a jedinci maji oslabenou imunitu (Allan et al.,
1996). Sténata s timto syndromem se vyznaluji zménénou morfologii hlavy (, fretkoidni
tvar®), oslabend imunita se projevuje prijmy a zvracenim, horeckou a jinymi pfiznaky

(Mizukami et al., 2012a). Do nedavna se o tomto onemocnéni nevédélo, protoze Sténata s

19



vree

timto onemocnénim byla brana pouze jako ,.ta slabsi“ z vrhu a byla 1é¢ena na urcity piiznak,

ktery vykazovala (www.bcccz.cz).

3.6.2. Studie syndromu a zakladni poznatky

Syndrom uvéznénych neutrofili byl ptivodné objeveny u pst z Nového Zélandu a
Australie (Allan et al., 1996), ale poprvé molekularné diagnostikovany byl v Japonsku o
mnoho let pozdéji (Mizukami et al., 2012a). Do té doby nebyla publikovana zadna studie z
Anglie, pfestoze tam aktivné probihd screeningovy program (Shearman et Wilton, 2011).
Mozna to bude tim, ze border kolie jsou znamy spiSe pro jiny syndrom, nez je Syndrom
uvéznénych neutrofild (napiiklad Grey Collie Syndrom). Syndrom uvéznénych neutrofilt je
stejny jako Coheniv syndrom u lidi a zatimco dana mutace byla objevena (Shearman et
Wilton, 2011) a délaji se na jeji vyskyt testy, etiologie stavu psa jesté pfesné zndma neni.

Jedna se o autozomalné recesivni onemocnéni, které se vyskytuje u plemene border
kolie. Aby se tato mutace projevila, musi byt jedinec v daném genu recesivni homozygot,
pokud se jedna o heterozygota, jde o pienaSeCe, ktery sam onemocnénim netrpi a pouze
prenasi mutovany gen. Syndrom zpusobuje redukci pocti neutrofild v krvi, z divodu
neuvolnujicich se krvinek do krevniho ob&hu a jejich uvé€znéni v kostni dieni. Onemocnéni se
vyznacuje horeckou, neutropénii a $patnou kvalitou Zivota v nizkém véku (Allan et al., 1996;
Wouda et al., 2010; Mizukami et al., 2012a).

Zatimco u lidského syndromu se jedna o nékolik riznych mutaci, u pst se jedna pouze
0 jednu, a to o deleci 4 part bazi v exonu 19 genu VPS13B (g. 4411950 - 4411953delGTTT),
coz zpusobuje zménu v syntéze proteinl. Béhem vyzkumu vroce 2011 byla zjisténa
frekvence pienaSec¢l, kterd byla opublikovana jako 16,9 % (Shearman et Wilton, 2011).
Mizukami et al. (2012b) ve svém ¢lanku publikoval frekvenci 11,1 %. Tento rozdil mezi
frekvencemi je pravdépodobné zpuisoben velikosti souboru zkoumanych vzorkid, Shearman a
Wilton (2011) testovali 83 jedinci, zatimco Mizukami et al. (2012b) otestovali 441 jedincu.
Shearman a Wilton (2011) také popsali jednotlivé frekvence pienaSecti dle jejich statni
ptislusnosti — v USA bylo 16,5 %, v Australii 15,4 %, ve Finsku 13 %, v Némecku 12,9 %, ve
Velké Britanii 11,3 % a v Holandsku 8,1 % ptenasecu.

Déle se Shearman a Wilton (2011) domnivaji, Ze rozdil mezi stoprocentnim vyskytem

mentalni retardace u lidi s Cohenovym syndromem a mén¢ Castym vyskytem u psd, se da
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vysvétlit tim, ze variabilita mutaci u lidi ma vétsi Sanci zpisobit mentalni retardaci. Také se u

psti Spatné dokazuje, ze jedinec trpi mentalni retardaci.

3.6.3. Priznaky syndromu

Shearman a Wilton (2011) popisuji, Ze Sténata zasazena timto syndromem vykazuji
abnormalni znaky na hlavé, zejména vyrazné protazeni lebky, které je popisovano jako
,»fretkoidniho* typu (obrazek 3). Dale jsou tito jedinci mensi, neZ jejich sourozenci a trpi
chronickymi infekcemi, prijmy, zvracenimi, hore¢kou, kulhavosti a oteklymi klouby. Nékteti
vykazuji pfiznaky uz v 6. tydnu Zivota, u zbylych jedinct se syndrom projevi ve 12. tydnu
zivota, kdy Spatné reaguji na imunizaci. Nékteré ptipady mohou mit tak slabé ptiznaky, Ze se

pes muze dozit az dvou a vice let bez diagnostiky tohoto syndromu.

Obrézek 3 Sténé border kolie s TNS (Mason et al., 2013)

3.6.4. Testovani psii

Shearman a Wilton (2011) ve svém vyzkumu sekvenovali exony 19 od 69 border kolii
z pracovni linie a z vystavni linie (6 nemocnych, 10 pfenasecii a 47 jedinct, ktefi nebyli nikdy
testovani). VSech 6 nemocnych psi bylo homozygotnich pro GTTT deleci a vSech 10
prenasecli bylo heterozygotni. Ze 47 neznamych vzorkd bylo 29 heterozygotnich a 18

homozygotnich pro normalni sekvenci (dominantni homozygoti). Dale testovali 80 vzorki z
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Norska a zjistili, ze frekvence vyskytu onemocnéni je mezi 7 % az 8 %. Také testovali 5000
jedinct z Evropy, Spojenych statd americkych, Anglie, Australie, Nového Zélandu a
Austrélie, kde 1100 jedinct bylo pienasect a 30 nemocnych. Z tohoto mnozstvi vzorka byla
vypoctena frekvence mezi 0,04 a 0,08 na stat. Mutace se vyskytla u pst ze vSech vybranych
zemi a také u obou linii, které jsou geneticky izolované uz 50 let, to znamena, ze mutace je
pfitomna u tohoto plemene uz dlouhou dobu a velké rozsifeni této genetické mutace dokazuje,
ze byla pritomna uz na zacatku jejich Slechténi. Pokud by tato mutace byla pfitomna jiz pred
Slechténim, tak by se vyskytovala 1 u jinych plemen typu kolie jako je naptiklad Collie Eye
Anomaly (anomaélie oka u kolii). Mutace genu VPS13B nebyla zatim nalezena u jiného
organismu a proto se pes stal prvnim modelem pro vyzkum. Dale zjistili, ze se gen VSP13B
nachazi na 13. chromozomu, ktery obsahuje 63 exond.

V roce 2014 Mason et al. (2014) vydali studii, kde testovali tfi nemocné psy, ktefi
trpéli priznaky naznacujici Syndrom uvéznénych neutrofild. Jednalo se o Sténata kolem 11. -
12. tydnt véku, dvé feny a jeden pes. VSechna $ténata pfi testovani trpéla horeckou a méla
oteklé klouby, také byla 1écena antibiotiky, dale byla vSichni mensiho vzristu a vykazovala
»fretkoidni® vzhled. Psi podstoupili riiznd vySetfeni, syndrom jim byl potvrzen a vSem byla
zjisténa neutropénie. Bylo zjisténo, Ze mutace genu VPS13B znemoziuje vypusténi zralych
neutrofili z kostni diené a v této Casti je obtizné zvolit terapii. VSechna Sténata dobie
reagovala na podavani antibiotik a prednisolonu. Jedno S$tén€ uspéSné piestalo uzivat
imunosupresiva a dal$imu §ténéti se vedlo dobie po vysazeni prednisolonu. Dvé ze tii Sténat
byla stale nazivu po 3 letech a 7 mésicich. Tteti §t€né Zilo po studii 3 roky. Tato studie
dokazala, Ze pokud je zvife 1éceno, mize prozit kvalitni Zivot.

Navzdory zdokonalovani 1é¢by nemoci, neutropénii nelze kvalitné 1é¢it, proto infekce
hraje hlavni roli v imrtnosti mezi nemocnymi psy.
pfivezeno na soukromou kliniku kvili apati¢nosti, anorexii, hore¢ce (40 °C), zvraceni,
polyurii a polydipsii. Déle §tén€ vykazovalo omezené posturalni reakce, ale kozni a bolestivé
reakce byly v normalu. Sténé bylo 1é¢eno na kokcididzu, zvraceni a prijmy nékolik dni
pfedtim u jiného veterinafe a po podani 1éCiv se jeho stav zlepSoval. Pfi testovani nebyly
nalezeny Zadné abnormality ve vySetfeni moci, vykald, o¢i a ani na rentgenu nebyly zZadné
nesrovnalosti. Sténé druhy den zemielo. Pitva nebyla provedena, ale védci se domnivaji, Ze za
smrt zvifete mize septicky Sok. Z krevniho vzorku byla provedena analyza, ktera prokézala,
ze dané $téné bylo homozygot pro mutaci zpisobujici Syndrom uvéznénych neutrofilt a jeho

oba rodice byli heterozygoti (pfenaseci) a §tén€ zd€dilo mutovanou alelu od obou rodici. Toto
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je prvni pfipad v Japonsku, kdy byl Syndrom uvéznénych neutrofili molekularné
diagnostikovan. Neni jednoduché syndrom diagnostikovat, protoze vétSina veterinafa
ptiznaky povazuje za infekci. Obycejné testy je jako infekci potvrzuji, proto je veterinafi takto
1é¢i. Lécba sice zabira, ale nikdy neni definitivnim feSenim, proto nejvhodnéjSim testem je
geneticky rozbor, ktery mutaci dokaze objevit.

Dle klubu chovateld border kolii (BCCCZ) l1ze TNS nechat vysetfit v laboratofi
Genomia (CZ), Laboklin (DEU) nebo OptiGen (USA).

3.7. Coheniiv syndrom

Cohentv syndrom je zalozeny na mutaci stejného genu (COH1) jako je u psu gen
(VPS13B). Proto je pes, zejména border kolie, vhodnym modelovym plemen pro vyzkum
dédi¢nych onemocnéni (Shearman et Wilton, 2011).

3.7.1. Objeveni Cohenova syndromu a jeho studie

Mezi roky 1968 a 1972 Dr. Cohen s kolegy ze Spojenych statii americkych pozorovali
dva sourozence a dal$iho pacienta s dfive neobjevenymi projevy abnormality. O rok pozdéji,
tj. 1973, byli vSichni tfi diagnostikovani jakozto jedinci s nové objevenym syndromem, ktery
byl pojmenovan po jeho objeviteli Dr. Cohenovi (Cohen et al., 1973). V dalSich letech studie
ukazaly na dalsi 4 jedince, kteti vykazovali specifické abnormality (Carey et Hall, 1978).

Uz v roce 1968 védci Carey a Hall zacali zkoumat ti'i pacienty pochazejici z Finska,
ktefi vykazovali urcité abnormality, které v dané dobé nekorespondovaly se zndmymi
syndromy. Jednalo se o mentalni retardaci, hubené ruce a nohy, typické oblicejové rysy
(obréazek 4) a znamky chorioretinalni dystrofie. Az o deset let pozdé&ji, poté co vidél fotografie
obliceju pacientll Carey a Hall, usoudili, Ze jejich pacienti maji Cohentiv syndrom (Carey et
Hall, 1978). Vétsina pacientti, ktera se do té¢ doby identifikovala, byla z Finska (Norio et al.,
1984). Vsichni tito pacienti méli mentalni retardaci, mikrocefalii, hypotonii, trpéli
nemotornosti a vykazovali rysy granulocytopénie. Také méli vysoce klenuta nebo vinita o¢ni
vicka, dlouhé husté tasy, husté oboci, vyrazny kotfen nosu, pooteviena Usta, malé az skoro
zadné usni lalicky, husté vlasy s nizkou linii, ¢asto se také vyznacuji mirnou syndaktylii a

velky rozdil mezi prvnim a druhym prstem na noze.
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Casto se publikovaly vyzkumy se stejnymi piiznaky jako ma Cohentiv syndrom, ale
byly identifikované jako jiné syndromy, vlastni. Mirhosseini et al. (1972) publikovali vyzkum,
kde studovali dva bratry, ktefi vykazovali podobné pfiznaky jako jedinci s Cohenovym
syndromem. O tfinact let pozd¢ji Mendez et al. (1985) studovali dvé sestry s ,,Mirhosseini —
Holmes - Walton syndromem®. Tyto sestry i predesli bratii byli stejni jako jedinci s
Cohenovym syndromem a tak vSe naznaCuje tomu, Ze se jednd o tentyz syndrom (Norio et
Raitta, 1986). Diagnostikovani jedinci byli vétSinou sourozenci, a jesté¢ méli zdravé rodice.
Ukazalo se, ze v péti finskych rodinach, kde byly déti s Cohenovym syndromem, byli rodice
ptibuzni s ostatnimi rodi¢i. Cohendv syndrom je povazovan za autozomalné recesivni
onemocnéni, kdy se dany gen nachazi na dlouhém rameni 8. chromozomu (Tahvanainen et al.,
1994). Podle Kolehmainen et al. (2003) ma gen, ktery se zna¢i COH1, 62 exonti a mize mit
nékolik forem. Je dokazano, ze COH1 ma nékolik forem mutace. Tuto domnénku dokazal
Seifert et al. (2008), ktery detekoval 13 rliznych mutaci u 15 pacientl z deviti rodin.

Kivitie-Kallio a Norio (2001) publikovali ve svém ¢lanku vysledky vyzkumu, kde se
zamé&fili na piiznaky Cohenova syndromu, které ziskali od 29 finskych pacientti. Tyto
vysledky potvrdily a ucelily dané pfiznaky tohoto syndromu. Stoprocentnimi pfiznaky jsou
psychomotoricka retardace, mikrocefalie, hypotonie, hypermobilita kloubd, pohybova
nemotornosti, vysoce klenuta nebo vlnita o¢ni vicka, kratké nosni philtrum, husté vlasy, nizka
vlasova linie a granulocytopénie. Dale minimalné ze dvou tietin se objevuji pfiznaky, jako
jsou opozdéna puberta, novorozenecké vyzivové problémy, dlouhé husté fasy, husté oboci,
vyrazny koten nosu, vysoké Ustni patro, zké ruce a nohy a vyrazny rozdil mezi prvnim a

druhym prstem na noze (obrézek 4).

Obrazek 4 Jedinci trpici Cohenovym syndromem (Balikova et al., 2009)
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3.7.2. Vyvoj jedince s Cohenovym syndromem

Coheniiv syndrom se projevuje rozdilné a také v jiném veéku. Tchotenstvi probiha
normdlné, avSak Casto matka muze pozorovat slabsi pohyby plodu. Diagnostika tohoto
syndromu je u novorozencu tézka, protoze vypadaji normalng, obli¢ejové rysy se nedaji
natolik rozpoznat v tomto obdobi, pouze granulocytopénie je piitomna od narozeni.
Kvalitn€j$i diagnostika piijde az ve skolnim veéku. DéEti béhem prvniho mésice zacinaji trpét
hypotonii, Casto se tento projev zalina fesit az mezi 6. a 12. mésicem, protoze az tehdy si
matka uvédomi, ze néco neni v pofaddku a navstivi pediatra. V predskolnim veéku se zacina
projevovat mentalni retardace. VSichni nemocni jedinci se nauc¢i chodit ve dvou az péti letech
Zivota, ale mluva je velice opozdénd. VSichni jedinci se sice nau¢i mluvit, ale pouze na néjaké
nizké urovni. V tomto obdobi je velice dilezita terapie pro spravny rozvoj fe¢i. Kolem patého
roku Zivota se zaéinaji projevovat v obliceji rysy typické pro tento syndrom. U nemocnych se
Casto objevuje myopie a tak jedinci nosi dioptrické bryle. Kvuli manudlni retardaci nejsou
schopni navstévovat normalni Skolu a tak musi navsStévovat Skoly specialni, avSak jejich
retardace neni progresivni a tyto déti se u¢i novym vécem. V puberté, ktera je ¢asto opozdena,
se myopie Casto zhorSuje a mize dosahovat az kolem -6 dioptrii. V dospélosti se jedinci
vyznacuji pfed¢asnym starnutim a Casto se k syndromu ptidavaji dal§i onemocnéni. Myopie

se také zhorSuje, ale nikdy nebylo potvrzeno, zZe by dosahovala az k slepoté.
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4. Metodika

4.1. Plemena vyuzivana pro asistencni aktivity a vybrana

ke genetickému testovani

Neda se jednoznaéné urcit jaké plemeno je vhodné pro canisterapii nebo pro asistenci.
Psi se vybiraji dle jejich povahy a dle Zadosti klienta, ne pro jejich plemennou pfislusnost, ¢i
Cistokrevnost. Neni vyjimkou, Ze se pro asistenci vyuzivaji necCistokrevna plemena, tzv.
votiSci, poptfipadé se zdmérné kiizi rizna plemena pro maximalni vytéznost potiebnych
vlastnosti. Na druhou stranu, u psa s PP mame vétsi prehled nad jeho zdravotni strankou.
Nekteri klienti maji rad€ji mensi psy, nékteti veétsi, néktefi zivejsi a jini zase klidnéjsi.
Vseobecné nejvice mizeme vidét plemena jako je border kolie, némecky ov¢ak a plemena
skupiny retrivri.

K testovani v laboratofi bylo vybrano 98 jedinct plemene border kolie, z toho bylo 57
fen a 39 psti.

Déle bylo vybrano 91 jedincu plemen labradorsky retrivr, zlaty retrivr, Nova Scotia
duck tolling retrivr. Z tohoto mnozstvi plemen bylo 35 pst a 46 fen.

Vybér jedinct a vysledky zkousek jsou uvedeny v tabulce 1-5.
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Tabulka 1 Piehled vybranych plemen, jejich pohlavi a vysledki detekce mutace genu VPS13B

vzorek sada plemeno /3 mutace
1 A border kolie Q N/N
2 A border kolie Q N/N
3 A border kolie 3 N/N
4 A border kolie a N/N
5 A border kolie a N/N
6 A border kolie a N/N
7 A border kolie 3 N/N
8 A border kolie Q N/N
9 A border kolie Q N/N
10 A border kolie Q N/N
11 A border kolie 3 N/N
12 A border kolie Q N/N
13 A border kolie Q N/N
14 A border kolie 3 N/N
15 A border kolie 4 N/N
16 A border kolie Q N/N
17 A border kolie 3 N/N
18 A border kolie Q N/N
19 A border kolie I} N/N
20 A border kolie Q N/N
21 A border kolie a N/N
22 A border kolie Q N/N
23 A border kolie I} N/N
24 A border kolie Q N/N
25 A border kolie Q N/N
26 A border kolie Q N/N
27 A border kolie a N/N
28 A border kolie Q N/N
29 A border kolie Q N/DEL
30 A border kolie ) N/N
31 A border kolie Q N/N
32 A border kolie a N/N
33 A border kolie 3 N/N
34 A border kolie 3 N/N
35 A border kolie Q N/DEL
36 A border kolie a N/N
37 A border kolie a N/N
38 A border kolie Q N/N
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Tabulka 2 Piehled vybranych plemen, jejich pohlavi a vysledki detekce mutace genu VPS13B

vzorek sada plemeno QI3 Mutace
39 A border kolie a3 N/N
40 A border kolie Q N/N
41 A border kolie Q N/N
42 A border kolie Q N/N
43 A border kolie a3 N/N
44 A border kolie Q N/N
45 A border kolie a N/N
46 A border kolie Q N/N
47 A border kolie Q N/N
49 A border kolie 3 N/N
50 A border kolie 3 N/N
51 A border kolie 3 N/N
52 A border kolie Q N/N
53 A border kolie Q N/N
54 A border kolie 3 N/N
55 A border kolie 48 N/N
56 A border kolie Q N/N
57 A border kolie Q N/N
58 A border kolie Q N/N
59 A border kolie 3 N/N
60 A border kolie Q N/N
61 A border kolie 3 N/N
62 A border kolie 3 N/N
63 A border kolie Q N/N
64 A border kolie Q N/N
65 A border kolie Q N/N
66 A border kolie Q N/N
67 A border kolie Q N/DEL
68 A border kolie 3 N/N
69 A border kolie 3 N/N
70 A border kolie Q N/N
71 A border kolie 3 N/N
72 A border kolie Q N/N
73 A border kolie 3 N/DEL
74 A border kolie Q N/N
75 A border kolie Q N/N
76 A border kolie 3 N/N
77 A border kolie Q N/DEL
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Tabulka 3 Piehled vybranych plemen, jejich pohlavi a vysledki detekce mutace genu VPS13B

vzorek sada plemeno QI3 Mutace
78 A border kolie Q N/DEL
79 A border kolie Q N/DEL
80 A border kolie Q N/N
81 A border kolie Q N/N
82 A border kolie a3 N/N
83 A border kolie Q N/N
84 A border kolie Q N/N
85 A border kolie a N/N
86 A border kolie a3 N/DEL
87 A border kolie Q N/DEL
88 A border kolie Q N/N
89 A border kolie Q N/DEL
90 A border kolie a3 N/N
91 A border kolie Q N/N
92 A border kolie Q N/DEL
93 A border kolie Q N/DEL
94 A border kolie Q N/N
95 A border kolie Q N/N
96 A border kolie Q N/N
97 A border kolie Q N/N
18 D border kolie 3 N/N
35 D border kolie 3 N/N
22 B zlaty retrivr 3 N/N
6 D zlaty retrivr 3 N/N
12 D zlaty retrivr 3 N/N
13 D zlaty retrivr Q N/N
16 D zlaty retrivr a8 N/N
17 D zlaty retrivr 3 N/N
22 D zlaty retrivr Q N/N
23 D zlaty retrivr Q N/N
38 D zlaty retrivr Q N/N
51 D zlaty retrivr a8 N/N
61 D zlaty retrivr Q N/N
62 D zlaty retrivr 3 N/N
86 D zlaty retrivr 3 N/N
88 D zlaty retrivr a8 N/N
23 B labradorsky retrivr Q N/N
24 B labradorsky retrivr 3 N/N
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Tabulka 4 Piehled vybranych plemen, jejich pohlavi a vysledki detekce mutace genu VPS13B

vzorek sada plemeno QI3 Mutace
25 B labradorsky retrivr a8 N/N
26 B labradorsky retrivr Q N/N
27 B labradorsky retrivr a N/N
28 B labradorsky retrivr Q N/N
29 B labradorsky retrivr Q N/N
30 B labradorsky retrivr a8 N/N
31 B labradorsky retrivr Q N/N
32 B labradorsky retrivr Q N/N
33 B labradorsky retrivr a8 N/N
42 B labradorsky retrivr Q N/N
43 B labradorsky retrivr Q N/N
44 B labradorsky retrivr a8 N/N
8 D labradorsky retrivr a8 N/N
9 D labradorsky retrivr Q N/N
14 D labradorsky retrivr Q N/N
15 D labradorsky retrivr Q N/N
20 D labradorsky retrivr Q N/N
21 D labradorsky retrivr Q N/N
24 D labradorsky retrivr Q N/N
25 D labradorsky retrivr Q N/N
27 D labradorsky retrivr Q N/N
28 D labradorsky retrivr Q N/N
29 D labradorsky retrivr Q N/N
30 D labradorsky retrivr 3 N/N
31 D labradorsky retrivr Q N/N
32 D labradorsky retrivr Q N/N
33 D labradorsky retrivr Q N/N
34 D labradorsky retrivr Q N/N
36 D labradorsky retrivr Q N/N
37 D labradorsky retrivr Q N/N
39 D labradorsky retrivr a8 N/N
40 D labradorsky retrivr Q N/N
42 D labradorsky retrivr Q N/N
43 D labradorsky retrivr 3 N/N
44 D labradorsky retrivr Q N/N
47 D labradorsky retrivr Q N/N
48 D labradorsky retrivr Q N/N
50 D labradorsky retrivr 3 N/N
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Tabulka 5 Piehled vybranych plemen, jejich pohlavi a vysledki detekce mutace genu VPS13B

vzorek sada plemeno /3 mutace
52 labradorsky retrivr a N/N
59 D labradorsky retrivr Q N/N
60 D labradorsky retrivr Q N/N
63 D labradorsky retrivr Q N/N
64 D labradorsky retrivr Q N/N
65 D labradorsky retrivr Q N/N
66 D labradorsky retrivr Q N/N
67 D labradorsky retrivr Q N/N
68 D labradorsky retrivr a N/N
69 D labradorsky retrivr I} N/N
70 D labradorsky retrivr a N/N
71 D labradorsky retrivr 3 N/N
72 D labradorsky retrivr Q N/N
73 D labradorsky retrivr I} N/N
74 D labradorsky retrivr I} N/N
75 D labradorsky retrivr Q N/N
76 D labradorsky retrivr a N/N
77 D labradorsky retrivr Q N/N
78 D labradorsky retrivr Q N/N
79 D labradorsky retrivr Q N/N
80 D labradorsky retrivr Q N/N
81 D labradorsky retrivr a N/N
85 D labradorsky retrivr 1) N/N
87 D labradorsky retrivr 1) N/N
89 D labradorsky retrivr Q N/N
90 D labradorsky retrivr Q N/N
92 D labradorsky retrivr Q N/N
93 D labradorsky retrivr 1) N/N
94 D labradorsky retrivr Q N/N
95 D labradorsky retrivr Q N/N
45 B Nova Scotia duck tolling retrivr Q N/N
46 B Nova Scotia duck tolling retrivr Q N/N
47 B Nova Scotia duck tolling retrivr Q N/N
48 B Nova Scotia duck tolling retrivr Q N/N
49 B Nova Scotia duck tolling retrivr a N/N

31




4.2. Izolace DNA z bukalnich sliznic

K izolaci vzorku DNA ze stéru z bukalni sliznice je zapotiebi kitu, ktery obsahuje
potiebné piipravky k izolaci a také obsahuje navod na spravné provedeni. Pul hodiny pted
samotnym stérem se musi dodrzet pravidlo nejist, nepit, zamezit kontakt s jinym zvifetem,
aby vzorky nebyly kontaminované.

Pfi izolaci byla pouzita sada na izolaci DNA od firmy Macherey-Nagel s nazvem
NucleoSpin Tissue Kit (obrazek 5), ktery obsahuje B5 (promyvaci pufr s etanolem), BE
(vymyvaci pufr), T1 (pufr pro lyzu buiky), BW (promyvaci pufr) a B3, proteinaza K. Béhem
izolace se pouzivaji jednorazové latexové rukavice a manipuluje se s desinfikovanymi

nastroji.

Obrazek 5 NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel)

Postup izolace pomoci kitu:
1) Jednorazovym cytologickym kartaCkem (obrazek 6) byla otfena bukalni sténa tlamy

zvitete, nékolikrat, aby se zachytilo co nejvice bunék.
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Obréazek 6 Jednorazovy cytologicky kartadek na stér bukalni sliznice

2) Kartacek se vzorkem byl vloZen do sterilni mikrocentrifugaéni zkumavky a konec byl
ustfizen tak, aby se zkumavka dala uzaviit. Poté bylo pfidano 180 ul pufru T1, ktery
naru$i bunéénou membranu, spolecné s 25 Wl proteinazy K a vSe bylo zamichano ve
vertexu (obrazek 7), aby se tekutiny spojily a pofadné omyly §tétecek. Dale byl vzorek
denaturovan pfi teplot¢ 56 °C ve vyhifivacim boxu (obrazek 7), ptiblizné 20 min

(béhem zahtivani byl n¢kolikrat protiepan na vortexu).

Obrézek 7 Vlevo vortex, vpravo vyhFivaci box

3) Dale se piidalo 200 pl pufru B3, znovu bylo protiepano ve vortexu a nasledné
zahtivano na 70 °C po dobu 10 min (béhem zahtivani znovu protfepano).

4) Nasledné bylo pfidano 210 pl 96 - 100% etanolu a v ruce promichano (pomalu, aby se
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bunky neznicily).

5) Cely obsah zkumavky byl vylit do zkumavky se silikatovou kolonkou a nechal se
protéct. DNA se zachytilo na kolonce a zbytek kolonkou protekl. Aby na kolonce
zustala opravdu jen DNA, byla zkumavka na 1 min sto¢ena centrifugou 11 000 X g,
zbytek tekutiny byl vylit.

6) Zkumavka s kolonkou byla sto¢ena na centrifuze na 11 000 x g, aby se dikladné
vysuSila a nasledné byla dana do nové sbérné zkumavky.

7) Dale byla kolonka promyta 500 pl pufru BW a znovu sto¢ena centrifugou na 11 000 x
g, sbérna tekutina vylita, dale promyta 600 pl pufru B5 a znovu stocena centrifugou na
11 000 x g a tekutina opét vylita.

8) Nakonec bylo ptidano 100 pl pufru BE, ktery byl pfedem zahtat na 70 °C a nasledné
zkumavka stoc¢ena centrifugou na 11 000 X g.

VWyizolovana DNA se skladuje v mrazicim boxu pfi teploté -20 °C.

4.3. Posouzeni kvality a kvantity izolované DNA

VWizolovand DNA byla separovdna pomoci gelové elektroforézy SubCell (BioRad).
Izolovana DNA byla nanesena na 1 % agarozovy gel v prostiedi 1x TBE pufru s ethidium
bromidem. V§e probihalo za laboratorni teploty po dobu 30 min a napéti 120 V (obrazek 8).
Poté byl pomoci UV - zafeni detekovan usek fragmentu DNA, ve kterém je vmezefen
ethidium bromid. Vysledné elektroforeogramy byly pomoci programu QuantityOne systému

GelDoc archivovany v pocitaci.

Obréazek 8 Gelova elektroforéza
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Kvantita izolované DNA se stanovila pomoci UV — spektrofotometru (obrazek 9),
ptistrojem NanoPhotometer (Implen). Dale bylo provedeno zhodnoceni parametrd A260/
A280 a A260/ A230, diky kterym se odhaluje mozna kontaminace DNA jinymi organickymi

latkami.

Obrazek 9 UV-spektrofotometr NanoPhotometer (Implen)

s

Viechny vzorky DNA byly natedény 1x TE pufrem na vyslednou koncentraci 10 ng. pl,

4.4. NavrZeni PCR primerti VPS13B-CZU1-F a VPS13B-
CZU1-R pro detekci delecni mutace s vyuZzitim kapilarni
elektroforézy

Pro navrZeni primerového paru byla pouzita sekvence exonu 19 genu VPS13B ziskana
z mezinarodni nukleotidove databdzi Ensembl (Hubbard et al., 2002). Struktura tohoto exonu

a lemujicich intront je znazornéna na obrazcich 12 a 13. Pro navrzeni primert byl pouzit
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program Primer3 Input v.0.4.0 (Untergasser et al., 2012). Primerovy par byl navrzen zamérné
do oblasti exonu 19 s cilem zajistit amplifikaci daného useku DNA napfii¢ riznymi jedinci
populace psi. Na obrazku 10 je vedena charakteristika navrzeného primerového paru

VPS13B-CZU1-F a VPS13B-CZU1-R.

Obrazek 10 Charakteristika primerového paru VPS13B-CZU1-F a VPS13B-CZU1-R, velikost amplikonu

odpovidajici nemutované alele — vystup programu Primer3 Input v.0.4.0

Primer3 Output

Ho mispriming likbrary specified

Using l-kased =sequence positions

CLIGD start len Tm gcd any 3' =segq

LEFT PRIMER 3 21 62 .66 52.38 3.00 .00 GCCGTGCTICTTIGTAGCGTIR
RIGHT FRIMEER 109 23 £2.43 47.83 &.00 .00 TGCTGCATATGTCTACTGETTCE
SEQUENCE SIZE: 110

INCLUDED REGICH SIZE: 110

Fa ka

PRODUCT S5IZE: 107, PAIR ANY COMFL: 4.00, PAIR 3' COMFL: Z.00

1l GIGCCGIGCTIICITIGIAGCGTIACAAGGRAGTAGCAGTTARTATIGACCCAGICTITATATA
Ege g e e e e e e e e S e e e

61 ARCTGGCTITGTTTATCAGCCTCAGRARCGARCCAGTAGACATATGCAGCAG
R S 4

4.5. NavrZeni PCR primerti VPS13B-CZU2-F a VPS13B-
CZU2-R pro sekvenaci exonu 19 genu VPS13B

Primerovy par VPS13B-CZU2-F a VPS13B-CZU2-R byl navrzen tak, aby byl ziskan
amplikon o velikosti 404 bp u nemutované alely. Tato pozadovana velikost amplikonu je
nezbytna pro spolehlivé osekvenovani celého exonu 19. Ztéchto divodt byly primery
umistény do intronli lemujicich studovany exon 19. Pro navrzeni primerti byly rovnéZ pouZity
sekvence uvedené v databazi Ensembl — obrézky 11, 12 a 13. Primery byly navrZzeny rovnéz
pomoci programu Primer3 Input v.0.4.0 (obrazek 14).
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Obréazek 11 Gen VPS13B - vystup databaze Ensembl
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Obrazek 13 Charakterizace exonu 19 genu VPS13B a jeho lemujicich introni — vystup databaze Ensembl

Intron 18-19 1,320,706 1,412,585 91,880 gty

ENSCAFEQ0000005611 1.412 586 1.412 695 1 0 110 GTGCCGETGCTICTITGTAGCGTACRAGGAGTAGCAGTTALRTATTGACCCAGTCTTATATA
ACTGGCTTGTTTATCAGCCTCAGAAACGAACCAGTAGACATATGCAGCAG

Intron 19-20 1,412,696 1,418,610 5.915 grgag a

Obrazek 12 Kompletni sekvence exonu 19 genu VPS13B a jeho lemujicich introni — vystup databaze Ensembl

intron 18-19

exon 19

intron 19-20

CACTGGCATICACTITTIGIGICTATGEITITIGCCIGITCTAACGATTTCATTITARGTIG
GRATCATGCRATGTGTGGTITITCIGTGACTAGCTICTTTTACTTAGCATGTATTCRARAGGET
AGTATAGCATGRATCAATACTTGATICCTTGAGATARACALGTARTTTTCCATTATATGE
CTATATCATATITTGCTTATCCATTCARCGATTCCTGRRACATCTGTGTCATTTCCRACCTT
[GEECTATTATGRATACT GCCTTGARAAGT TGGETACAGAGTITTGAGTAGAGTGATTIT
LGTICTCITGGTACATACCTAGERAATARA A TTGTIGGGCCATATTATGTCTGTATATITT
GOCTICTIGAAGARATCGCCARAGTGTITITGARAGTATTIGTACCATITTATGCTCCCACT
L GCAGTATATGAGAGCTCARATTCCTCCACATCTITGTCAGCACTIGTTRAATTTIGICTTT
ITTATTATAGCIGTCCTACTIGEAGT GAAGT GATATARAGCTTGCTATTTITITRAATGAG
GRATTALL A CTATTTTARL A TCTTGATITTTAGGTGCCGTGCTTCT TTGTAGCGTACAAG
GAGTAGCAGT TAATATTGACCCAGTCT TATATAACTGGCTTGT TTATCAGCCTCAGAAAC
GAACCAGTAGACATATGCAGCAGCTGAGRLATTTITATAATTCTCTITAATGARCARATCT
TTTICTCAGTATTTGT TAGAGT TATACATAGTCTGCATIGATITITITTITTAATGGATGT
A CCACAAGTCCTTTGTICCTCTIGCTCTACCTGITTCARATAATTGTATICTITCATTITCTA
GRCAGARL A TTATAGCTCATAGAGAGTITCATTCACCATTGAGATGRATTTCTRAGCRAT
TGCTGETARAGCGAR R CACTGGAGAGRACTAGTTTRAAGTAGTCCTATITTACTGRACCTCTT
TTTCCTCATGGI GCCTAGATGTGTATICTGAGTGTCTGATGCATCAGARTTGCATAGTAL
ATGTTAGCTATIGTITTTATTATCTCTGTATITCCTCTICATCTTITGGGITTACTCALCA
AGCATTCETTGAGTGCCARACCCCTGEAT TGGGATAGTIGGTSTARAAGAGTTAGGATAT
ATGCTTATTTAL R AGGCTATARATAR A R AL AL A A A TAGRAGCTTATARATCACRARAGTAL
A A GTAGCTAATTTTAGT ITCTGGAATGCTTRAAATGGARTTCTTACAGATGGETTTTATT
ATTCCCATTTITARARATGARAGARACTGEGGCAGCCCGEIGGCTCAGTGETITTGGCGCCAC
CTTCRAGCCARGGGTGTGRAT CCTGGAGRACCT GGGATCGAGTCCCATGTCAGCTCCCTGTIGT
GGAGCCTIGCTITCTICCCTCTGCCTGCGTCTICTIGGTITCTCICTCTTTICTGTIGTICTICTCAGGR




Obréazek 14 Charakteristika primerového paru VPS13B-CZU2-F a VPS13B-CZU2-R, velikost amplikonu

odpovidajici nemutované alele — vystup programu Primer3 Input v. 0.4.0

Primer3 Output

Ho mispriming library specified
U=zing l-kased =sequence positions

OLIGO start len TIn gck any 3" =seqg
LEFT FRIMER 43 20 80.32 50.00 3.00 1.00 CCATTITTATGCTCCCACCAG
RIGHT PRIMER 446 22 60.05 50.00 4.00 2.00 AGAGCAGRGGACALAGGACTTG

SEQUENCE SIZE: 480
INCLUDED REGION S5TIZE: 480

PRODUCT SIZE: 404, PAIR RNY COMPL: 5.00, PATR 3' COMPL: 2.00

1 GCCTCTTGRAGRAATGCCAAAGTGTTITTGRARAGTATTTGTACCATTTITATGCTCCCACC
Je-ge b g S g S gie oo ge g S g e 4

61 AGCAGTATATGRAGAGCTCARATTCCTCCACATCTITIGICAGCACTIGTITRAATITGICITIT
>

121 TTTATTATAGCTIGTICCTRCTITGGAGT GARGTIGATATARAGCTIGCTATTITITITARTGAG

181 GRATTARARCTATTITARAATCTTGATTITTAGGTGCCGTGCTTICTTIGTAGCGTACARG

241 GRGTAGCAGITARTATTGACCCAGTCTITATATARCTGGCTTIGTTITATCAGCCTCAGRARC

301 GRACCRGIAGRCATATGCAGCRAGGIGAGRARTTITIATAATTCTICITAATGRACRARATCT

361 TTITCTCAGTATTTGTTAGAGTTATACATAGTCTGCATTGATTITITITTTARTGGATET

421 RCCRCRARGTCCITIGICCICTGCICTRACCTGITICARATARTTGTATICTITCATTIICTA
Ll

4.6. Podminky amplifikace exonu 19 genu VPS13B's
vyuzitim primera VPS13B-CZU1-F a VPS13B-CZU1-R

Primery VPS13B-CZU1-F (5GCCGTGCTTCTTTGTAGCGTA3") a VPS13B-CZU1-
R (5" TGCTGCATATGTCTACTGGTTCG3") byly pouzity pro amplifikaci daného Useku
DNA, ktera prob¢hla v termocykleru C1000 (BioRad). V tabulce 6 jsou uvedeny koncentrace
latek, které byly pouzity pro amplifikacni reakci.
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Tabulka 6 SloZky a koncentrace litek pro amplifikacis primery VP313B-CZUL-F a VP5131B-CZUL-R

Sloika Koncentrace

DNA10 ng/ 1pl 30ng. 12,5 W
Pufr KCI 50 mM
MgCl 1.5 mM
dNTP 200 pM
Primer VPS13B-CZU1-F 0,4 uM
Primer VPS13B-CZU-R 0.4 uM
enhancer 2 mM

BSA Sng. 12,5 pt

Taq polymeriza (SU) 0,7U . 12,5 pl'!

V tabulce 7 je znazornén profil programu VPS13BKAP, pii kterém byly vzorky

amplifikovany.

Tabulka 7 Profil termocylderu CLO00 pro amplifikaci programu VPS13BKAP nakonfigurevaného pro
amplifikaci genu VP513E

Poéatecni
95 =C 3 min 1x
denaturace
Denaturace 95=C 30 s
Annealing 64 © 40 s 35x
Prodluzovani 72 2C 60 s
Zavérecné
T2 =C 7 min 1x
prodluzovani

Po skonéeni amplifikace byly vzorky v termocykleru uchovany pii teploté 14 °C az do

doby, dokud s nimi nebylo dale manipulovano.
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4.7. Podminky amplifikace exonu 19 genu VPS13B's
vyuZitim primert VPS13B-CZU2-F a VPS13B-CZU2-R

Primery VPS13B-CZU2-F (5"CCATTTTATGCTCCCACCAG3") a VPS13B-CZU2-R
(5’ AGAGCAGAGGACAAAGGACTTG3") byly pouzity pro amplifikaci daného Useku
DNA, ktera prob¢hla v termocykleru C1000 (BioRad). V tabulce 8 jsou uvedeny slozky

potiebné k amplifikaci a jejich koncentrace pro jeden vzorek.

Tabulka § SloZky a koncentrace latek pro amplifikacis primery VPS13B-CZU2-F a VPS13B-CZT2-R

Sloika Koncentrace

DNA 10 ng/ 1pl 30ng. 12,5 W
Pufr KCI 50 mM
MgCl: 1.5 mM
dNTP 200 uM
Primer F VPS13B-CZU2 0.4 M
Primer R VPS13B-CZU2 0.4 uM
enhancer 2 mM

BSA Sng. 12,5 ult

TAQ polvmeriaza (5U) 0.7U . 12,5 ul-!

4.8. Detekce delecni mutace pomoci Kkapilarni

elektroforeézy

Amplifikované PCR produkty pti pouziti primerového paru VPS13B-CZU1-F a
VPS13B-CZU1-R byly nésledné natedény a smichany s velikostnim standardem LI1Z600 a
Hi-Di formamidem do polypropylénovych zkumavek pro fragmentaéni analyzu pomoci

kapilarni elektroforézy. Hodnoty objemu jsou uvedeny v tabulce 9.
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Tabulka 9 Slozky a jejich objemy pro fragmentani analyzu

Redéni PCR produktu Vzorek pro fragmentaéni analyzu
naredénv produkt Hi-Di formamid
PCE. produkt {(ul) H-O (ul) LIZ 600 (ul)
(ub) (ub)
1 69 1 0.2 12

Vzorky pfipravené podle postupu uvedeného v tabulce 9 byly néasledné denaturovany
v termocykleru C1000 (BioRad) pti 95 °C po dobu 5 min a nasledné ochlazeny na teplotu 4
°C. Takto ptipravené vzorky byly nasledné separovany pomoci kapilarni elektroforézy.

K identifikaci jednotlivych alel byla pouzita kapilarni elektroforéza, pfistroj ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Appleied Biosystems). V tabulce 10 jsou uvedeny parametry

fragmentacni analyzy.

Tabulka 10 Parametry fragmentacni analvzy pFistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

Parametry fragmentacni analvzy Hodnoty pristroje
Délka kapiliry (cm) 36
Modul GS STR. POP4 (1 ml) G5
Polymer POP4
Virtuilni filtr G5
Doba nastiiku (s) 3

Napéti pii nastiiku (kKV) 15
Teplota pii separaci (°C) 60
Napéti pii separaci (kV) 15

24

Doba separace (min)
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4.9. Sekvenacni analyza amplikonu

Pro sekvenacni analyzy byly pouzity primery VPS13B-CZU2-F a VPS13B-CZU2-R.

4.9.1. Purifikace produkti separovanych v agaréznim

gelu

Ve vzorku se mohou nachézet volné nukleotidy a dimery primert. Z tohoto davodu se
vzorky purifikovaly, aby se odstranily nadbytecné a nezadouci komponenty. Amplifikované
vzorky se separovaly v 1,5 % agardzovém gelu v prostedi 1x TBE pufru, pfi napéti 120 Vav
délce 45 min. Nasledné fragmenty byly pomoci skalpelu vykrojeny a vlozeny do
polypropylenovych zkumavek. Déle byl pouzit PCR Purification Kit (Qiagen) a ve finale bylo
ptidano 50 pl H2O k vymyti purifikovaného DNA. Bylo ziskano 20 pl roztoku obsahujiciho
DNA. Kvantifikace DNA byla provedena stejnym zptsobem, jako kvantifikace genomicke

izolované DNA. Produkty byly natedény H2O na koncentraci 10 ng. pl™.

4.9.2. Sekvenacni reakce

Na sekvenacni reakci byl pouzit Cycle Sequencing Kit. Parametry sekvena¢ni reakce

jsou uvedeny v tabulce 11.

Tabulka 11 SloZky a jejich koncentrace poufité na sekvenafni reakei

Komponenta Koncentrace Objem

PCR produkt 20ng . 't 3.0
5x Sequencing Buffer (Life )

Technologies) Ix 4.0u

Primer F resp. R

7 pi 10 yl-l 2
(1 pikomol . pul) 3.2 pikomolu . 20 pl 32l
Terminator Ready Reaction 5 a0 -1 -
Mix (Life Technologies) 2ul-20u 2.0
H:0 58l
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4.9.3. Cisténi produktii sekvenaéni reakce

Pro vy¢isténi produktl byly pfidany do vzorku 2 ul glykogenu a premix o slozeni 2 ul
3M octanu sodného a 50 pl 96 % etanolu. Nové vytvorena smés byla promichana a nechana
odstat 15 min pfi laboratorni teploté. Nasledné byla po dobu 30min protocena pii 13 200 X g v
centrifuze. Po protoCeni byla tekutina odsana pipetou, protoze vysrazené produkty byly
vlivem odsttedivé sily centrifugy pfichyceny na dné¢ zkumavky.

Vysrazeny pelet byl proplachnut 250 pl 70 % etanolu, nasledné byl protocen na
centrifuze pti 13 200 X g po dobu 15min a znovu pfebytec¢na tekutina odséna pipetou. Tento
proplach byl zopakovan jesté jednou ve stejném znéni.

Pro t4dné vysuseni peletu byl vzorek vloZen na dobu 30 min do termobloku, ktery byl
vyhtan na 50 °C. Nasledn¢ bylo piidano 15 ul Hi-Di formamidu.

Rozpusténé vzorky byly piepipetovany do polypropylenovych zkumavek, nasledné
byly denaturovany v termocykleru C1000 (BioRad) pii 95 °C po dobu 5 minut a poté
ochlazeny na teplotu 4 °C.

Takto pfipravené vzorky byly preneseny do podéavaciho systému kapilarni

elektroforézy. Parametry sekvenace na kapilarni elektroforézu jsou uvedeny v tabulce 12.

Tabulka 12 Parametry selvence pFistroje ABI PRISM 3110 Genetic Analyvzer

Parametry sekvenace Hodnoty pristroje
Délka kapilary (cm) 50
Modul S5eqPOP6 (1 ml) E
Polvmer POP6
Virtualni filtr E
Doba nastiiku (s) 30
Napéti pri nastiiku (kV) 2.5
Teplota p¥i separaci (°C) 30
Napéti pri separaci (V) 11,3
Doba separace (min) 120
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5. Vysledky

5.1. Vybér plemen a jejich predispozice k onemocnéni

TNS

Whbrand plemena a jejich pohlavi a vysledek zkouSky detekce mutace jsou
zaznamenana Vv tabulkéch 1 — 5. Dle publikovanych védeckych ¢lankt bylo ziejmé, Ze mutace
bude nalezena pouze u plemene border kolie, ale pfesto byla zkouska detekce mutace genu
VPS13B provedena i u dalSich plemen vyuzivanych k asistenénim aktivitam.

Detekce mutace genu VPS13B zpusobujici Syndrom uvéznénych neutrofil byla
provedena anonymn¢ a z tohoto diivodu, nejsou uvedena u jednotlivei jména ani majitelé.

Vsichni jedinci, u kterych se nachazela mutovana alela, byli heterozygoti — prenasSeci.
Jedna se o 11 jedinct plemene border kolie, 9 fen a 2 psy.

Z celkového mnozstvi border kolii, tj. 98, bylo 11 jedinci pfenasect. Procentudlni

zastoupeni pfenasecl ve zkoumané skuping jedinct je 11 %.

5.2. Optimalizace PCR markeri genu VPS13B

Optimalizace PCR markert (VPS13B-CZU1-F a VPS13B-CZU1-R, VPS13B-CZU2-F
a VPS13B-CZU2-R) spocivala ve stanoveni optimalni annelac¢ni teploty. Optimalni annela¢ni
teplota je takova, pii které nedochazi k amplifikaci nespecifickych fragmentd a poskytuje
dostatecné mnoZzstvi fragmentl o urcité velikosti.

Pro amplifikaci optimaliza¢ni reakce byla pouzita reakéni smés popsana v tabulce 6.

Na obrazku 15 se nachazi elektroforeogram teplotniho gradientu z tabulky 13.
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Tabulka 13 Teplotni gradient pro optimalizaci markeru genu FPSI3E

Pocatecni
4 e 3 min 1=
denaturace
Denaturace a5 °C 30 s
Annealing teplotni gradient® 40 s 35x
Prodluzoviani 72°C 60 s
Zavérecné
T2 °C 7 min 1=
prodluzovani

* Teplomi gradient: TI=36°C, T2=37°C. T3=5383"C,T4=80°"C. T3=623°C, T6=041°C, TT=0633°C. T8=66"C

Obréazek 15 Elektroforeogram teplotniho gradientu

Primery: VPS13B-CZU1-F, VPS13B-CZU1-R
S T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8

Primery: VPS13B-CZU2-F, VPS13B-CZU2-R
Tl T2 T3 T4 T5 T6 TT "I8 'S

404 bp

-

S - GeneRuler ~ 100 bp Plus DNA Ladder (Thermo Scientific Fermentas™ " )

Podle eletroforeogramu je zjevné, ze optimalni teplotou pro amplifikaci je T6 = 64 °C.

Pti této teploté se intenzivné amplifikovaly PCR produkty o pozadované velikosti.
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5.3. Detekce kauzalni mutace genu VPS13B pomoci
kapilarni elektroforézy

PCR markery (primery VPS13B-CZU1-F a VPS13B-CZU1-R) byly pouzity na
detekci genotypu u vSech jedincti uvedenych tabulkach 1-5.

Vsichni jedinci, u kterych se nachazela mutovand alela, byli heterozygoti — pienaseci.
Jedna se o 11 jedincti plemene border kolie, 9 fen a 2 psy.

Z celkového mnozstvi border kolii, tj. 98, bylo 11 jedincii ptenaSect (N/Del).
Procentudlni zastoupeni ptenaSect ve zkoumané skupiné jedinci je 11 %.

Na obrazku 16 je uveden vzorovy chromatogram, ktery odliSuje nemutované
homozygoty (N/N) a heterozygoty (N/Del). Také je patrné, ze u nemutovanych homozygotu
byl amplifikovan fragment o velikosti 107 bp. U heterozygotii vznikaly dva fragmenty o
velikosti 107 bp a 103 bp.

Obrazek 16 Chromatogram zobrazujici nemutovaného homozygota s jednim pikem a heterozygota
s jednou mutovanou alelou se dvéma rozdilné velikymi piky - vysledky kapilarni elektroforézy

nemutovany homozygot N/N 107 bp

heterozygot N/Del

103 bp 107 bp
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5.4. Sekvenace amplikonti markeru genu VPS13B

Pro sekvenaci bylo vybrano 6 vzorku z kapilarni elektroforézy. VVzorky byly vybrany
pouze ze sady A (border kolie) z divodu prokazani nachazejici se mutace pouze u tohoto
plemene. Wbrani byli 3 homozygoti (jedinci s ¢islem 2, 91, 95) a 3 heterozygoti (jedinci
s ¢islem 67, 92, 93).

Na obrazku 17 je vidét sekvence nukleotidii u homozygotniho jedince, u které¢ho se
nenachazi mutace a pod nim je mutovany jedinec heterozygot, jehoz jedna alela genu VPS13B
obsahuje deleci 4 bazi (GTTT).

Obrézek 17 Sekvence nukleotidi genu VPS13B u nemutovaného homozygota a heterozygota s jednou
mutovanou alelou s deleci 4 bazi - vysledek sekvenace

nemutovany homozygot N/N @ {}

C T TATATAACT G GCT TG T TT AT CA G C C

heterozygot N/Del {;

C T T AT AT T ¢6 ¢ ¢ T T ERT Y WERY CW s M §

C T T T AT cC T cCc T T 66T T TATTCATGTCC
AT €A G CCTTCAG
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5.5. Insilico analyza

V molekuldrni genetice se Casto vyuzivaji metody ,,in silico”. Jednd se o vzijemné
porovnavani vysledku ¢i vyhledavani homolognich sekvenci. Data, ktera se porovnavaji, jsou

ulozena v internetovych nukleotidovych databazich.

5.5.1. In silico ovéreni pouZitych primeri

Pfi feSeni experimentalni ¢asti prace byl pouzit publikovany gen VPS13B, o kterém
byly zakladni tidaje vyéteny z ¢lanku Shearman a Wilton (2011). Nasledné byla dana data

(chromozom, exon) ovéiena v internetové databazi Ensembl (obrazek 18, 19, 20 a 21).

Obrazek 18 Komplementarita primeru VPS13B-F - vystup analyzy databaze Ensembl

XT1911779-71911
X:84830940-¢
23:30016627-

342 037
342 037
342 037

Reverse

Forward

Overlapping Gene(s) Query start Query end Score * Eval
PS138 1 20 401 0.006
ALDH1L2 Reverse 1 20 401 0.006
RCOR1 Forward 2 20 382 0.024
SLCOSAL Reverse 1 19 382 0.024
X Forward 2 19 3.2 0.093
22:48811138-48811155 SLC15A1 Reverse 2 19 3.2 0.093
X14111032-14111048 Forward 3 19 342 037
1
1
1

Forward
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Obrazek 19 Komplementarita primeru VPS13B-F - vystup analyzy databaze Ensembl
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Obrazek 20 Komplementarita primeru VPS13B-R - vystup analyzy databdze Ensembl

Show [XJEA| entries
Genomic Location
13:1412797-1412818 [Sequence]
29:36075441-36075458 [Seguence’
24:10788202-10788219 [seouence
2.23803151-23803168 [sequences
19:48062486-48062503 [seauence
13:2316509-23116525 szqvence;
19:1622321-1522341 [Sequence]
X:A6T052-467068 [Sequencel

Overlapping Gene(s)
VPS138

CAMK1D

Showrhide columns (2 hidden)

Orientation

Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Forward
Reverse
Reverse
Reverse

Query start

D s o aoaw o

17 [szouence
21 [Sequence]
A7 [Sequence?

Score
441
362
362
362
362
4.2
342
342

v Ewal
6e-04
016
016
016
016
0.61
0.61
061

Obrazek 21 Komplementarita primeru VPS13B-R - vystup analyzy databdze Ensembl

C5

N L
i

"
l il
" 1
"

2 23 24

25

26

11

31

iz

32

33

14

34

E & & &

20

Filter

“%ID

100.00 [Alignment:
100.00 falignment:
100.00 fasignment;
100.00 fatignment;
100.00 [atignment;
100.00 falignment
95 24 [alignment]
100.00 [Alignment:
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5.5.2. In silico identifikace mista kauzalni mutace
genu VSP13B a nasledné zmény syntetizovaného

proteinu

Pomoci databaze Ensembl bylo ovéieno misto kauzalni mutace, které autoii popisuji
ve svych pracich. Na obrézku 22 je vidét cast fady nukleotidovych bazi genu VPS13B
spole¢né s fadou kodujicich aminokyselin. Dale je na obrazku vyznaceno misto, kde se pii
mutaci nachazi delece a od tohoto mista se tim padem syntetizuji jiné aminokyseliny.

Na obrazku 23 a 24 je znazornén protein syntetizovany z genu VPS13B, na prvnim
obrazku je vidét cely protein nemutovaného genu, na druhém obrazku je znazornén protein
syntetizovany z mutovaného genu VPS13B, na kterém je vidét, Ze zména poradi aminokyselin
vnesla do proteinu STOP kodon, ktery ukongil syntézu proteinu o mnoho dfive, nez koncila

syntéza pivodné.

Obréazek 22 Sekvence genu VPS13B spolecné s poiadim aminokyselin s vyzna¢enym mistem delece a
nasledné zméné syntézy proteinu — vystup databdze Ensembl

2701 ACTAAAGACCTTCATAGTAGCARGTGGCTCAATGAGAGTAGAAAGCCAGAATCCCTCTTA 2760
2701 ACTARAGACCTTCATAGTAGCAAGTGGCTCAATGAGAGTAGARAGCCAGAATCCCTCTTA 2760

901 -T--E--D--L--H——-S-—5——K——W—--L—-N--E-—5—-R——K-—P——E——5—-L—-L- 920
2761 GCTCCAGATTTGACAGCCTTCACAGTCCAAGTTCCACAGTATATGGATTACTGCCATAAT 2820
2761 GCTCCAGATTTGACAGCCTTCACAGTCCAAGTTCCACAGTATATGGATTACTGCCATAAT 2820

921 -A—-P--D--L--T——A——F——T——V——Q—-V——P-—Q-—Y—-M—-D——¥——C——H—-N- 940
2821 TCTGGIGCCGIGCTTCTTTGTAGCGTACAAGGAGTAGCAGTTAATATTGACCCAGTCTTA 2880
2821 TCTGGTGCCGTGCTTICTTITGTAGCGTACAAGGAGTAGCAGTTAATATTGACCCAGTCTTA 2880

941 -§--G--A--V--L—-L-—C-—=5—-—V——Q—-G--V-—A--V—-N--I——D-—P—-V—-L- 960
2881 TATAACTGGCTIGTTTRTCAGCCTCAGARACGAACCAGTAGACATATGCAGCAGCAGCCT 2940
2881 TATAACTGGCTTGTTTATCAGCCTCAGARACGAACCAGTAGACATATGCAGCAGCAGCCT 2940

GEL — Y MW — L e i D e B e Dl T 980
2941 GTCATAGCTGITCCTCTTGTTACACCAATTAGCAGARAGAANGAGGATGAGGTGTICTGIT 3000
2941 GTCATAGCTGTTCCTCTTGTTACACCAATTAGCAGAARGARAGAGEATGAGGTGTCTGTT 3000

=)

= = = i = ——— PR 1000
1 v — v T p= v = - T = e U
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Obrézek 23 Protein nemutovaného genu VPS13B - vystup databaze Ensembl

Obrazek 24 Protein mutovaného genu VPS13B - vystup databaze Ensembl

5.5.3. In silico porovnani ortologti genu VPS13B

Pomoci databdze Ensembl bylo provedeno porovnani ortologi psiho genu VPS13B.
Vysledky z porovnani jsou na obrazku 25.
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Obréazek 25 Geneticky strom ortologii genu VPS13B - vystup databaze Ensembl

Bilateral animals: 157 homologs

0 ENSFCAGO0000027731, Cat

1 VPS13, Saccharomyces cerevisiae
LEGEND

b0 0615523, Fruitfly

Bilateral animals: 79 homologs

Branch Length Nodes
— x1 branch length o gene node
- x10 branch length ®  speciation node
x100 branch length ®  duplication node
"  ambiguous node
®m  gene split event

Lamprey: 2 homologs

Lobe-finned fish: 8 homologs

< Amniotes: 10 homologs

Platypus: 4 homologs

Primates and Rodents: 19 homologs

Laurasiatherian mammals: 3 homelogs
Caniforms: 2 homologs

VPS138, Doy

VPS138, Horse

VPS13B, Hedgehog
Xenarthran mammals: 2 homologs
African mammals: 3 homologs
Marsupials: 4 homologs

-‘ Amniotes: 8 homologs

——01 wps13h, Xenopus

0 VP5138, Coelacanth

—-‘ Ray-finned fishes: 23 homologs

-l Ciona sea squirts: 2 homologs
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6. Diskuze

6.1. Volba modelovych plemen

Ve vSech pouzitych, védecky publikovanych ¢lancich autofi vzdy jako modelové
plemeno pouzili border kolii. Shearman a Wilton (2011) nejdfive pouzili 69 jedinci, u kterych
veédéli, ze 6 pst bylo urcité nemocnych, 10 bylo pfenasect a zbylych 47 jedinci teprve
otestovali. Nasledn¢ zkoumali tisice pst z riznych statt. Mizukami et al. (2012) otestovali
jediného zastupce tohoto plemena, ktery vykazoval pfiznaky syndromu a Mason et al. (2012)
zkoumali tfi Sténata plemene border kolie, kterd onemocnénim trpéla. V zadném z téchto
¢lankt nebyly uvedeny jiné piiklady plemen celkové testovanych na tuto mutaci.

Z tohoto divodu byli prioritné vybrani jedinci plemene border kolie, nasledn¢, jako
kontrolni skupina, byli vybrani jedinci skupiny retrivrii. Retrivii byli vybrani z divodu jejich
velmi ¢astého vyuziti pro asistencni aktivity.

U vsech border kolii nebyla zjisténa informace, zda jednotlivci podstoupili detekei
mutace V nékteré akreditované laboratofi. VSichni jedinci byli zdravi, takze se dalo
predpokladat, Ze se mezi nimi nebude nachédzet recesivni homozygot, protoze Syndrom
uvéznénych neutrofilii byva ve vétsiné piipadi letalni, poptipadé Sténata byvaji ve velmi
Spatné kondici, trpi prijmy, zvracenim a nedozivaji se vysokého véku.

V této bakalaiské praci byla ovéiena 11 % frekvence vyskytu pienasect. Tyto hodnoty
odpovidaji vysledkiim jinych studii, ze se v celé populaci border kolii nachazi kolem 10 - 11

% prenasec.

6.2. Metody izolace DNA

Shearman a Wilton (2011) pouzili ve svém vyzkumu pro izolaci DNA jako vzorek
krev. K izolaci DNA z krve pouzili metodu ,,salting out*. Dale vyuzili sekvenacni kit ABI
BigDye (Applied Biosystems) a pro sekvenaci vyuzili pfistroj ABI 3730 DNA Analyzer.

Mizukami et al. (2012) ve svém vyzkumu pracoval se vzorky krve a slin, vyuzil
gelovou elektroforézu, dale pouzil kit Qiaquick Gel Extraction a pro sekvenacni analyzu
pouzil piistroj MCE-202 MultiNA Microchip Electrophoresis System (Shimadzu Corp.).

Mason et al. (2014) pouzil vysledky testd z Laboklinu a z Univerzity v Novém Jiznim
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Walesu v Australii, proto nejsou dostupné metody izolace a typ vzorku.
Vzhledem k ozkousenym metodam podle Shearman a Wilton (2011), byla pro tuto
préci pouzita metoda kapilarni elektroforézy ptistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer. Jako

vzorek byl pouzit stér z bukalni sliznice.

6.3. Navrzeni PCR markert genu VPS13B pro detekci
mutace fragmentacni analyzou pomoci kapilarni

elektroforézy

Mizukami et al (2012) a Shearman a Wilton (2011) ve svych ¢lancich publikovali
pouze jeden primerovy par, ktery byl pouzit pro sekvenaci. Pouzity byly programy Primer3 a
GenBank.

V této préaci byly pouzity rozdilné primery, prvni par pro detekci mutace a druhy par

pro sekvenaci. Oba primerové pary byly navrzeny pomoci programu Primer3.

6.4. Navrzeni PCR markert genu VPS13B pro sekvenaci

Shearman a Wilton (2011) pro navrzeni primert potiebnych pro sekvenaci pouzili
program Primer3. Autoifi ke svému ¢lanku pfilozili tabulku s danymi primery pro vSechny
exony, dale uvadgji, Zze primery byly zasazeny do intronti lemujici dany exon, pro ktery jsou
primery navrhovany. Pomoci in silico analyzy byly primery zkontrolovany a bylo zji$téno, ze
primery jsou chybné vytvofeny, ze dany F-primer pro exon 19 naseda jiz v intronu 17 — 18.
Nasledné bylo dokazano, ze R-primer naseda v intronu 18 — 19 a tedy lemuje exon 18.

Z tohoto diivodu byly navrzeny nové primery pomoci programu Primer3.

6.5. Detekce mutace genu VPS13B pomoci kapilarni
elektroforézy

Mizukami et al. (2012) publikoval ve svém clanku vysledky, které jsou vyznac¢ené na
obrazku 26.
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Na horni ¢asti obrazku je vidét sekvence nukleotidii u zdravého jedince (byl pouzit
vzorek jedince plemene bigl, u kterého se mutace nevyskytuje), nasleduje sekvence prenaSece
(rodi¢ afektovaného jedince) a sekvence nemocného jedince.

Na dolni ¢asti obrazku je vidét zaznam z elektroforeogramu, na kterém je vidét rozdil
v poétu badzi mezi zdravym, pienaSeCem a nemocnym jedincem oproti velikostnimu
standardu. Timto rozdilem v poctu bazi - deleci 4 bdzi (GTTT) — autofi dokazali pfitomnost
mutované alely.

Tyto vysledky ziskali z pfistroje MCE-202 MultiNA Microchip Electrophoresis
System (Shimadzu Corp.).

Obrazek 26 Vysledky vyzkumu Mizukami et al. (2012)

4411950 4411953
¥ ¥
TATATAACTGGCTTGTTTATCAGCCT

A zdravy jedinec II.I' iJ‘l

TATATAACTGGCTT

B pfenaiet

TATATAACT G GCTT ‘\ TCAGCCTCAGA
C nemocny jedinec I'. R

(bppy M A B C
75 -

© e 56 bp

50 -

M = velikostni standard
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Shearman a Wilton (2011) publikovali vysledky, u kterych stejné jako Mizukami et al.
(2012) dokazali deleci 4 bazi a nasledné nastinili zménu v syntéze proteinu. Zména v syntéze

nastava z divodu delece 4 bazi (kazdou aminokyselinu kéduji 3 baze), proto se méni skladba

zbytku proteinu (obrazek 27).
Pro tyto vysledky vyuzil pfistroj ABI 3730 DNA Analyzer.

Obrazek 27 Vysledky vyzkumu Shearman a Wilton (2011)
DNA Norm 2881 tataactggcttgtttatcagcctcagaaacgaaccagtagacat 2925
H!Hu!!l!_r‘l!m!uu!!!mmm!!l!!m!n
o w1 ':". “r‘ } ot % .-:.,’ oty A-“r g a0 a5 : o "
1 ] ; : " ) | v 1
-.:.'-‘.‘.l. LAYV VAN IV
P Q K R T S R

_l.\_\a.-‘l."‘ e
vV Y Q

v

|

aa Norm ¥ N W L
DNA Mut 2881 tataactggcett----atcagcctcagaaacgaaccagtagacat 2925
!1IIT]I!IIITHIIIIIT!]T!lTlI]1TI11!Ilq1!II
. AlA A f el ahad e
1nla WALAR LT e [TIAT A T
SV SN R Y BN L YA A (e
aa Mut Y NW L I & LR NE PR YX¥X D I
DNA Norm 2926 atgcagcagcagcctgtcatagctgttcctcttgttacaccaatt 29870
aa Norm M Q Q QP VI AV PILVTUZPI
DNA Mut 2926 atgcagcagcagcctgtcatagctgttcctcecttgttacaccaatt 2970
aa Mut €C 8 82 8 L 8 X

V experimentalni ¢asti této prace byla také prokézana delece 4 bazi (obrazek 17).

Pomoci kapilarni elektroforézy byli detekovani heterozygoti nesouci mutovanou alelu a

nasledné pomoci sekvenace u nich byla prokéazana delece 4 bazi.
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7. Zaver

Literarni piehled je zaméfeny zejména na podrobné informace ohledné onemocnéni
Syndromu uvéznénych neutrofild a také na jeho paralelni verzi, kterd se vyskytuje u ¢loveéka,
Cohentv syndrom. Dale jsou vV literarnim piehledu vytyéeny Ceské laboratofe a jejich
nabizené testovani, na které se mize zajemce o testovani obratit.

Pro experimentdlni ¢ast pro testovani piitomnosti delecni mutace byla vybrana
plemena border kolie, zlaty retrivr, labradorsky retrivr a Nova Scotia duck tolling retrivr.
Border kolie byly vybrany z davodu vyskytu delece u tohoto plemene, retrivii byli vybrani
z diivodu jejich castého vyuziti pro asistenéni aktivity a jejich vzorky byly pouzity jako
kontrolni. V této casti byla zanalyzovana metodika, vysledky daného testovani a diskuze
k danému onemocnéni

Celkové vysledky této prace, ze sjednoceni literarniho piehledu a ziskani vysledka

z experimentalni ¢asti, jsou uvedeny v jednotlivych odrazkach.

e Mutace genu VPS13B opravdu zptisobuje deleci 4 bazi (GTTT) v 19. exonu na
13. chromozomu.

e Kvili deleci 4 bazi zpusobuje mutace vznik jiného proteinu.

e Dele¢ni mutace se nachazi pouze u plemene border kolie, u retrivri se mutace
nevyskytovala.

e Syndrom uvéznénych neutrofili je autozomalné recesivni onemocnéni —
vSichni jedinci s pfitomnou mutovanou alelou byli heterozygoti.

e Mutace byla nalezena u jedincti z celého svéta z riiznych chovnych linii, toto
zjisténi zfejme souvisi s tim, Ze se dand mutace u plemene border kolie
objevila pii vzniku plemene, mozn4 jeste pred nim (otdzkou je, zdali se mutace
nachézi i u jinych ov¢ackych plemen).

e Primery VPS13B-CZU1-F, VPS13B-CZU1-R a VPS13B-CZU2-F, VPS13B-
CZU-R jsou vhodné navrzeny.

e Kapilarni elektroforéza je vhodna analyza pro detekci mutace, vysledky

detekce mutace byly 100 %.

Z literarni reSerSe, kterd byla potvrzena experimentalnim vyzkumem, vyplynulo, ze

dele¢ni mutace se objevuje u 11 % vizualné zdravych jedincd. I pfes pozadavek poradct
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chovu, kdy alespon jeden z rodi¢u planovaného vrhu musi mit negativni vysledek testu na
TSN, je v populaci mutovana alela velmi rozsifena.

Aby se zamezilo dédéni mutované alely, bylo by vhodné, aby se testovali oba rodice a
pozitivnimu jedinci byla zakézana chovnost. Border kolie jsou v posledni dobé velmi
oblibenym plemenem a v databazi Klubu chovateli border kolii je zapsano kolem 8 500
jedincl,, coz muze byt povazovano za silnou populaci. Timto padem by nebyla ohrozena
budoucnost plemene. Tato striktni selekce je jedinou Sanci zbavit se tohoto onemocnéni
v ¢eské populaci. Dale je vhodné, aby majitel chovného jedince sam trval na negativnich
testech TNS druhého rodice planovaného vrhu, byt u ¢eského ¢i zahrani¢niho chovatele.

Doporuceni zavedeni selekce je z divodu mozného zplozeni nemocnych jedinci, ktefi
bud’to po porodu umiraji nebo ziji velmi nekvalitnim Zivotem. Trpi bolestmi a nejsou schopni

se s tak oslabenou imunitou zaclenit do bézného Zivota.

Tato bakalarskd prace potvrdila domnénky vyzkumnikd z ptedchozich védeckych

¢lankt a zhodnotila frekvenci prenasect napti¢ ¢eskych jedinct.
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