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Projekt: Kompleksowa charakterystyka regionéw kandydujgcych w genomie psa dla monogenowych
zaburzen rozwoju plci oparta o sekwencjonowanie nowej generacji (NGS) i cyfrowy emulsyjny PCR
(ddPCR)

Dziedziczne zaburzenia rozwoju plci, okreslane wczesniej terminami obojnactwo, hermafrodytyzm,
czy interseksualizm, prowadza zazwyczaj do bezptodnosci i dlatego identyfikacja zdrowych nosicieli
niepozadanych gendéw odpowiedzialnych za takie zaburzenia jest waznym kryterium selekcyjnym w
hodowli zwierzat gospodarskich i towarzyszacych. W ostatnich latach badania genetyczne chorob i
wad dziedzicznych psa rozwijaja si¢ bardzo dynamicznie, o czym moze §wiadczy¢ najwicksza wérod
zwierzat domowych liczba scharakteryzowanych molekularnie mutacji je wywotujacych. Dlatego pies
jest obecnie uznawany za wazny gatunek modelowy w badaniach wad i chorob dziedzicznych.
Niestety wiedza o mutacjach odpowiedzialnych za dziedziczne zaburzenia rozwoju plci psow jest
skromna, pomimo tego, ze sg one do$¢ czesto diagnozowane. Niniejszy projekt ma na celu poszerzenie
tej wiedzy, w oparciu o nowoczesne techniki badania sekwencji DNA. Zakladamy, ze ze wzgledu na
réznice migdzy pulami genowymi réznych ras psow, mutacje sprawcze odpowiedzialne za dziedziczne
formy zaburzen rozwoju pici, mimo podobienstwa fenotypowego, moga dotyczy¢ roznych regionow
(gendw) i by¢ charakterystyczne dla konkretnej rasy. Celem badan jest poszukiwanie sprawczych
mutacji w wybranych regionach genomu psa, obejmujacych geny i ich sekwencje regulatorowe o
kluczowym znaczeniu dla determinacji i rozwoju pici ssakow. Wsrod wykrytych wariantow badanych
regionow genomowych psa spodziewamy si¢ znalez¢é mutacje W obrebie gendow i/lub sekwencji
regulatorowych. Mutacje takie mogg by¢ odpowiedzialne za zmiang sekwencji aminokwasow w
kodowanych biatkach lub zaburzenie poziomu ich ekspresji, co w konsekwencji moze prowadzi¢ do
nieprawidlowego rozwoju ptci psow posiadajacych prawidlowy uktad chromosoméw pici (XX u
samic oraz XY u samcow). Badaniami bgdzie objgta liczna grupa psow (n=38) z zaburzeniami
rozwoju pici, dla ktorej beda sekwencjonowane regiony genomowe o tacznej dtugosci ponad 5 min
par zasad, w ktorych wystepuje 15 genoéw kandydujacych: WNT4, RSPO1, CTNNB1, FOXL2, GATA4,
NR5A1L, AR, MIS, MISR2, SRD5A2, FGF9, HSD17B3, SOX3, DAX1 i DMRT1 (geny SRY i SOX9 nie
beda objete badaniami, poniewaz byly wczesniej przez nas badane). Uzyskane wyniki bgda
porownywane z sekwencjami pochodzacymi od kontrolnych samic i samcow. Sekwencjonowanie
bedzie prowadzone przy pomocy techniki NGS - sekwencjonowania nowej generacji (ang. next
generation sequencing) i klasycznego sekwencjonowania technika Sangera (walidacja wytypowanych
wariantow DNA w liczniejszych grupach kontrolnych), a analiza zmienno$ci liczby kopii (ang. CNV —
copy number variation) begdzie wykonana z zastosowaniem techniki cyfrowego emulsyjnego PCR
(ang. ddPCR — droplet digital PCR). Spodziewanym efektem zaplanowanych badan jest identyfikacja
mutacji odpowiedzialnych za zaburzenia rozwoju plci pséw, co stworzy podstawy do prowadzenia
skutecznej selekcji przeciw tym niepozadanym mutacjom. Ponadto zaktadamy, ze uzyskane wyniki
beda mogly by¢ wykorzystane do wskazywania regioné6w kandydujacych w badaniach zaburzen
rozwoju pici u zwierzat gospodarskich.



