MOLEKULOVO-GENETICKA ANALYZA PLEMENA CESKY FUZAC

Rizikom v chovatelstve je vyskyt dedi¢nych choréb a dedi¢nych defektov. Niektoré
choroby sa vyskytuju zriedka iné CastejSie. RozSirené u psov su v poslednej dobe najma tieto
genetické patologické stavy: dysplazia bedrovych kibov, progresivna retindlna atrofia
sietnice, alopécia, u niektorych plemien Seroslepota alebo dedi¢na hluchota. V databaze
OMIA, vytvorenej profesorom Frank Nicholasom z University of Sydney v Austrdlii, je
zapisanych 547 genetickych chordb vyskytujucich sa u Canis familiaris. V si¢asnosti pozname
viac ako 500 dedi¢nych chorob u psov, ktoré sa vyskytuju aj u ¢loveka, ale len pri priblizne
50-tich je zndma pric¢ina mutacie DNA.

Alopécia

Alopéciou sa oznacuje nedostatoCné zarastanie pokozky srstou po celom tele
(atrichia), alebo len na niektorych miestach (hypotrichia localis). Podla pévodu ju delime na
vrodenu (alopecia congenita), zdedenu (alopecia adnata) a ziskanu (alopecia aquisita).
Pri vrodenej alopécii sa predpokladaju genetické vplyvy, neplnohodnotna vyziva plodu
a matky v obdobi brezosti. Ziskana alopécia sa mbze vyskytovat po prekonani niektorych
koznych ochoreni (mykdzy), po niektorych otravach, v priebehu nedostatocnej vyzivy
urcitych casti pokozky neurogénneho povodu. S celkovou alopéciou sa stretdvame zriedka,
vacsinou po narodeni aje letdlna. Castejia lokdlna alopécia je charakterizovand rozne
velkymi loZiskami bez srsti a bez zapalovych zmien na pokozke, ktora je hladka, leskla, bez
Supin a priznakov svrbenia (alopecia aerata) (Konrad, 1989). Rodokmeriova analyza ukazala,
Ze alopécia je kontrolovand recesivnou alelou ,,lys” s nedplnou penetraciou, neviazana na
pohlavie. ZloZitost selekcie je dana skutocnostou, Ze nelplna penetracia vlohy ¢asto spbsobi,
Ze sa vyskytne urecesivnheho homozygota az vo vysokom veku na konci reprodukéného
obdobia, ked' uz jedinec zanechal vela potomkov (Dostal, 1995)

Dedicné formy alopecie
Strata chipov bledych farieb (Color Dilution Alopecia - CDA)

Je charakteristicka vyblednutim farby a stratou chlpov bledych odtiefiov. Pri narodeni
je srst normalna, vypadavat zacne okolo 4 — 18 mesiaca veku. Chlpy zadinaju vypadavat
uprostred zadnej casti chrbta a casto postupuje smerom k hlave, k chvostu a noham.
Pri kazdom plemene je to rozdielne. Strata chlpov mbze byt celkova alebo ¢iastocna a vsetky
ostavajuce chlpy su zvycajne riedke, drsné a nadlomené alebo zlomené. Postihnutad pokozka
je ¢asto Supinata a moze sa na nej vyskytnut bakteridlna infekcia (Kim a i., 2005). Zriedenie
farby srsti u psov je charakteristické Specifickym pigmentovym fenotypom. Tento zriedeny
pigmentovy fenotyp vedie ktomu, Ze srst obsahujica eumelanin ma vzhlad strieborno —
modry asrst obsahujica feomelanin ma vzhlad svetlo piesoénaty (Philipp a i., 2005).
Vyblednutie farby srsti je dedi¢né recesivhe ochorenie ¢o znamend Ze dané ochorenie
respektive fenotyp (vonkajsi prejav) sa prejavi len pri jedincoch s dvoma recesivnymi alelami
(recesivna alela je podradend dominatnej alele). Dané ochorenie sa neprejavi pri zdravom
jedincovi sdvoma dominatnymi alelami aani pre prendsacovi sjednou dominantnou
ajednou recesivhou alelou. Zriedeny fenotyp sa vyskytuje urbznych cicavcov aje
charakteristicky chybnou dopravou melanozémov, ¢o vedie ktvorbe velkych zhlukov
pigmentu v melanocytoch (Drogemdller a i., 2007). Zriedenie farby bolo pozorované
u mnohych plemien: Doberman, Yorkshire teriér, miniatdrny piné¢, nemecka doga, wipet,
taliansky chrt, saluki, ¢au — cau, hladkosrsty jazvecik, drétosrsty jazvelik, boston teriér,



newfoundlandky pes, bernsky salasnicky pes, shetlandsky ovéiarsky pes, Siperka, Civava,
pudel, irsky seter a krizenci (Laffort-Dassot, Beco, Carlotti, 2002). Podobné ochorenie sa
vyskytuje aj u ¢loveka — Syndrodm Gricelli (Ciasto¢ny albinizmus) — je autozomalne recesivne
ochorenie, charakteristické hypopigmentaciou pokozky a vlasov (strieborné vlasy). Pri¢inou
su mutdcie v génoch myosin-VA a RAB27A (Scheinfeld, Johnson, 2010).

Folikularna dysplazia ciernych chipov (Black Hair Folicular Dysplazia - BHFD)

Je fenotypovo podobna CDA, ale stratou srsti su postihnuté iba oblasti s ¢iernou
farbou srsti (Philipp a i., 2005b). Pri BHFD su klinické priznaky viditelné uz v prvom tyzdni po
narodeni (Welle a i.,2009). BHFD je vacsinou sprevadzand, okrem straty srsti, zredukovanim
poctu zubov a pazurov (Bohnhorst, Hanssen, Moen, 2001) a niekedy aj hluchotou (Schmutz
ai., 1998). Folikularna dysplazia ¢iernych chlpov bola pozorovana pri mladych dvojfarebnych
alebo trojfarebnych psoch nasledujicich plemien: jazvecik, papilon, saluki, cavalier king
charles Spaniel, bigl, baset, kokerSpaniel, stavac, gordon seter, Siperka a krizenci (Laffort-
Dassot , Beco, Carlotti, 2002).

Gendm psa

Uvadza sa, Ze gendm psa (geneticka informacia ulozend v podobe nukleovej kyseliny
DNA) ma 20439 génov (usek DNA, ktory kdduje vznik urcitého proteinu, enzymu alebo
stavebnej bielkoviny, je zlozeny z dvoch alel, pricom jednu dostava jedinec od matky a druhu
od otca).Tieto gény tvoria spolu len 5 % celej DNA. VacsSia ¢ast DNA ni¢ nekdduje. Pocet
génov vsak nie je pravdepodobne konecny. Gendm psa je 0 18 % mensi nez gendm Cloveka
a 06 % mensi ako gendm mysi. Medzinarodné tymi vedcov objavili a popisali 2,5 milionov
polymorfizmov pri psoch (polymorfizmus — vyskyt zmien v zlozeni DNA medzi jednicami
réznych alebo rovnakych plemien, ktoré mézu ale aj nemusia byt pri¢inou fenotypovych
odchyliek).Polymorfizmus DNA (mutdcia DNA) je pri¢inou vzniku viac ako 400 rbéznych
plemien psov odliSnych exteriérov a povah ale tiez je zodpovedny za vznik dedi¢nych
ochoreni (Dostal, 2007). NajvyznamnejSim typ polymorfizmu DNA predstavuje tzv. SNP
polymorfizmus (Single Nucleotide Polymorphism — polymorfizmus jedného nukleotidu).
V podstate ide o zdmenu poradie nukleotidov (stavebné jednotky DNA — A, T, C, G) v poradi
sekvencie DNA.

Najvyznamnejsie gény spojené s alopéciou srsti pri psoch

Pouzitim molekuldarno-genetickych metdd boli doteraz preskimané tri gény ato gén
MLPH, gén Rab27A agén Myo-VA, k ochoreniami CDA a BHFD. NajvyznamnejSim génom
zodpovednym za vyskyt bledého sfarbenia psov bol jednoznaéne uréeny gén MLPH (Welle
ai., 2009). Gén MLPH (melanophilin- melanofilin) bol zadefinovany ako délezity gén, ktory je
zodpovedny za tzv. zriedenie alebo zblednutie zdkladného odtienia (priklad - pri plemene
doberman je klasicka farba cierna ale najdu sa jedinci s odtiefilom do modra ¢o je sposobené
zblednutim alebo zriedenim farby srsti). Zakladnou funkciou génu MLPH je produkcia
Specidlneho prenasaca s nazvom melanofilin, ktory prendsa melanin z pokozky do chlpu.
Prave samotna koncentracia melaninu v chlpe je zodpovedna za sfarbenie chlpu. Pri vyskyte
tzv. zriedenia farby dochadza k uloZzeniu mensieho mnoZstva melaninu v chlpe. Niektoré
Studie vsak popisali mozny toxicky ucinok melaninu v oblasti chlpového korienku, ¢o ma za
nasledok jeho vypaddvanie, pricom rast nového chlpu je znaéne spomaleny. Casto je krehky
a lame sa. Pricom sa mozZu v tychto léziach vytvorit vhodné podmienky pre vyskyt réznych
ektoparazitov. Gén pre melanofilin bol najviac spojeny s vznikom tzv. CDA ( color dilution



alopecia - alopécia vyblednutych chlpov) a BHFD (black hair follicular dysplasia - dysplazia
chlpov tmavych farieb). Sekvenacnou analyzou sa podarilo tymu Svajciarskych vyskumnikov
objavit 48 mutacii v géne MLPH.

Na zaklade studii Svajciarského tymu sme vybrali dve mutacie, ktoré su asociované
s vyskytom tzv. vyblednutého fenotypu (dilute fenotyp) pricom prave pri tychto fenotypoch
dochadza k ¢astému vyskytu CDA. Jednd sa o SNP polymorfizmus (mutdcie) s oznacenim
A157471G a A186184G ( pozicia SNP polymorfizmu v sekvencii génu MLPH):

SNP polymorfizmus A157471G — vyskytuju sa dve alely (alela G aalela A ), pricom

vznikaju tri genotypy : homozygotny genotyp GG — normdlne sfarbenie, heterozygotny
genotyp GA — normalne sfarbenie (prenasac), homozygotny genotyp AA — vyblednuty
genotyp.
Alela G je nadradend nad alelou A, ¢o znamen3, Ze fenotypovo sa vyblednuta farba prejavi
len pri homozygotnom genotype AA. Uvedend mutdcia predstavuje kauzalnumutaciu
zodpovednu za vznik dilute fenotypu (genotyp AA bol zisteny pri vsetkych testovanych psoch
réznych plemien, ktoré mali tzv. dilute fenotyp) (Welle et al., 2009).

SNP polymorfizmus A186184G — vyskytuju sa rovnako dve alely (alela G a
alela A), pri¢om vznikaju tri genotypy : homozygotny genotyp GG — normalne sfarbenie,
heterozygotny genotyp GA — normalne sfarbenie (prendsac), homozygotny genotyp AA —
vyblednuty genotyp (dilute). Tato mutacia bola tiez asociovana svyskytom tzv. dilute
fenotypu pri niektorych plemenach azaroven bola zistenda vo vrhu velkého
minsterlandského stavaca (Phillip et al., 2005).
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(A) Doberman so zriedenym pigmentovym fenotypom (modry odtie
homozygot vyblednutej alely d

(B) Doberman s normalnym pigmentovym genotypom (Cierny s palenim) je dominantny
homozygot normdlnej alely D. Rovnaké sfarbenie ma aj heterozygotny genotyp s jednou

normalnou alelou D a jednou recesivnou alelou d (Philipp a i., 2005).
Vyhodnotenie molekulovo-genetickej analyzy plemena cesky fuzac

Zatial nebol jednoznacne popisany gén, ktorého mutacia (polymorfizmus) je
zodpovedné za stratu srsti. Nevyhodou pri psoch je ich vysoka variabilita medzi plemenami.
To znamend, Ze pri rovnakom ochoreni sgenetickym pozadim je genetickd podstata
ochorenia — mutacia, pri rozdielnych plemenach vacsinou na rozdielnom useku DNA (Priklad:



Dedic¢né ochorenie PRA spésobujtce slepotu je pri irskych setroch lokalizovane v géne PDE6B
a pri plemene briard je lokalizované v géne RPE65). Nakolko nemame veterindrne spravy
(vyskyt ektoparazitov, hormonalna nerovnovaha, biochemické testy, vyZiva) respektive popis
vyskytu alopécie od samotnych chovatelov pri jednotlivych psoch, ktori su najviac postihnuty
alopéciou, tak mbézeme len zistovat pritomnost jednotlivych mutacii génov, ktoré boli
preStudované v zahranicnych Studiach. Na podrobné analyzy za ucelom zistenia
polymorfizmu DNA spojeného so stratou srsti by sme potrebovali mat skupinu chorych
jedincov, skupinu zdravych jedincov a porovnat zmeny v DNA, pricom najlepSie by bolo keby
sme mali ucelené vrhy aby sme mohli skimat typ dedi¢nosti.

Z nasich vysledkov je vidiet maly stupen variability (vyskyt viac ako jednej alely) pre
obe mutécie génu MLPH. Bohuzial, kedZe nevieme ktory zo psov je zdravy aktory ma
najrozsiahlejsi stupern alopécie, nevieme zistit spojitost fenotypu s mutdciou.
Predpokladame, Ze k ndjdeniu mutacie respektive kombinacie mutacii v jednotlivych génoch
zodpovednych za alopéciu spésobenu genetickym pozadim budeme musiet rozsirit nielen
pocet skimanych mutdcii ale ziskat aj struény popis osrstenia kazdého jedinca aby sme mohli
zistit asociaciu fenotypu s genotypom. Uvedené vysledky genotypovania su len orientacné a
Ziadnemu z genotypov zatial nepripisujeme zodpovednost za alopéciu z vyssSie uvedenych
dévodov.
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