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ABSTRAKT

Prace je zaméfena na polymorfismus v genu MDR1 c¢.-6-180T>G, ktery
zpusobuje rezistenci vic¢i fenobarbitalu. Fenobarbital je jednim z nejCastéji
pouzivanych léCiv pro potlaceni projevlu epilepsie, jez je jednim z nejCastéjSich
neurologickych onemocnéni pst, s ¢etnosti od 0,5 do 5 % v zavislosti na plemenné
ptislusnosti. Tato mutace byla prozatim detekovana pouze u plemene border kolie,
unichZz je evidovana az 30-ti procentni rezistence na lécbu epilepsie. V textu je
popsano plemeno border kolie, epilepsie psti a gen MDR1. V metodické ¢asti se pak
prace zabyvé detekci polymorfismu s testovanim vzorové populace 82 pst. Vysledky
se shoduji s diive publikovanymi pracemi a potvrzuji frekvenci vyskytu mutovane
alely u 32 % populace.

Kli¢ova slova

Gen MDR1, border kolie, fenobarbital, Iékova rezistence, P-glykoprotein

ABSTRACT

This thesis is focused on polymorphism of MDR1 gene c.-6-180T>G, which
causes phenobarbital resistance. Phenobarbital is one of the most commonly used
drug against epilepsy, which is one of the most common neurological disease in dogs
with frequency between 0.5-5 % according to breed. This mutation has so far been
detected only in the border collie breed, which manifests up to 30 percent resistance
to the treatment of epilepsy. In the text is subscribed border collie breed, dog epilep-
sy and gene MDR1. Methodical part is focused on detection of the polymorphism in
model population of 82 dogs. The results agree with previous studies and confirm
frequency of mutant alleles 32 % within the population.

Key words

Gene MDR1, border collie, phenobarbital, drug resistance, P-glycoprotein



OBSAH

L UVOD i 9
2 CILPRACE ...t 10
3 LITERARNIPREHLED ....oooviiiiiiiririieienineieesssessseeessessssesss e 11
3.1 Plemeno border KONE ..........covoiiiiiiei e 11
3.1.1  Systematické Zafazeni..........ccooveriiiiiiiiiiii e 11
3.2 GeNetiKa V ChOVU PST....viuieiiiiieiiesiisie ettt 13
32,1 GENOM PSA .ttt ettt 13
3.3  Geneticky determinovand onemocneni PStl .........occvevirviiiniiniisnseeiese s 13
3.3.1 Geneticky determinované choroby u border Kolii ..........cccccovivveieiiennn, 14
B4 EPIIEPSIE. ..ot e 16
3.4.1 Symptomatologie epilepsSie........coviviiiiiieiiiiieieece e 16
3.4.2  1diopatiCKa ePIEPSIE ......ooveieiicieieeeiee e 17
3.4.3  Genetické pozadi epIePSIe .......ccccoveiriieiieree e 18
3.4.4  Diagnostika epilepsie..........coceiieiiiieiieii e 18
345  LECDA EPIIEPSIE ...oouviiviiiiiiiiiii e 19
3.4.6  Frekvence vyskytu epilepsie U pSll .....ccccvevviiiiiiiiiiiiciieiicicee e 20
3.5 MnohoCetna IEKOVA TEZISTENCE ... .eevvreeiiieeiiieeciee e e et e e 21
351  P-gIYKOPIOTEIN ..ot 21
3.6 GENIMDRIL... oo e 24
3.6.1  MDRIL — AEIECE ...oovieieeeeece ettt 24
3.6.2  MDRIL — INZEICE ..cutiiiie ittt ettt nneas 25
3.6.3 MDR1 — jednonukleotidova SUDSLItUCE............ccoeevuiiieiieie e 26
3.7 Metody detekce polymorfismu c.-6-180T>G v genu MDRL1 ..........c.ccceevenen. 27



4 MATERIAL A METODIKA ..ot 28

4.1 Sledovana POPUIACE .........ccociiiriiiiiie e 28
4.2 1Z01ACE DINA ..o 28

4.2.2  Postup izolace DNA z chlupovych cibulek ..., 29
4.3 Meéfeni koncentrace DNA ..o 30

441 DeSIN PIIMETTL vevvivveiiiiiieeiiiieesiieeesireeesree et e sire e s b e s sbee s sbbe e beeesseeesnses 30

4.4.2 Reakéni smeés pro PCR .......ooiiiiiiiii e 31

441 Teplotni Profil ... 31
4.5 Polymorfismus délky restrikénich fragmenti...........cceoiviviieniiiiniciiiee, 32
4.6 Gelova agar0zova eleKtroforéza ..., 32
5 VYSLEDKY ettt 34
5.1  120laCe DNA Z tKANT ....c.oviiiiiiiiiciicie e 34
5.2 Meteni koncentrace DINA ..........ooiiiiiiiii e 35
5.3 Polymerazova fet€zova reakce (PCR) .....ocovveiiiiiiiiiiic e 36
5.4 Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP).........cccoovviviiiiiininnns 36
6 DISKUZE ...ttt re e e e 39
T ZAVER oo 41
8  POUZITA LITERATURA ...cocoririiriiriieiienissisesiesisesiessses s 42
9 SEZNAM OBRAZKU .....ovvirriririreiieesieessssssessssssssssss s ssssssssees 47
10 SEZNAM TABULEK ......ooiiiie e 48



11

12

SEZNAM ZKRATEK ..o

PRILOHY



1 UvoD

Border kolie se v poslednich letech staly jednim z nejoblibenéj$ich plemen psi
chovanych v Ceské republice, spoleéné s podtem jedinct viak vzrista i polet
onemocnéni, jimiz muze toto plemeno trpét. Kromé jiz bézné zndmych a testovanych
¢i klinicky diagnostikovatelnych nemoci, jako je Onemocnéni oka kolii (CEA),
Progesivni retindlni atrofie (PRA), Ceroidni lipofuscin6za (CL), Syndrom
uvéznénych neutrofilt (TNS), Mnohocetna 1ékova rezistence (MDR1), Dysplazie
kycCelnich a loketnich kloubt (DKK, DLK) a Osteochondréza (OCD), se
Vv poslednich nékolika letech zvySuje pocet jedinci postizenych epilepsii. AC je
epilepsie pfedmétem mnoha vyzkumi, stidle se nepodatilo objasnit jeji genetické
pozadi, ¢imz se stava velmi obavanou mezi chovateli pst.

Snahou veterinarnich 1ékatti je potlacit projevy epileptickych zachvati pomoci
medikamentl. Mezi nejcastéji volené patii 1éky obsahujici fenobarbital a bromid
draselny, pfipadné jejich kombinace. Pravé na fenobarbital byla u plemene border

kolie zjisténa rezistence, jejiz podstatou je mutace v genu MDR1.



2 CIL PRACE

Cilem prace Polymorfismu v genu MDR1 u border kolii je zpracovani dostupné
literatury zabyvajici se vztahem genu MDR1 u border kolii k onemocnénim a
rezistenci na 1é¢bu fenobarbituraty s naslednym testovanim vzorové populace
jedinct, analyzou jejich rodokmenu a klinického stavu v souvislosti s moznym
projevem epilepsie ¢i reakci na podana 1éCiva, vypocet frekvenci alel a genotypt
v tomto souboru zvitat a vyhodnoceni asociace mezi polymorfismem v genu MDR1
a fenotypem.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Plemeno border kolie

3.1.1 Systematické zarazeni

Plemeno border kolie je stfedné velky ovéacky pes vySlechtény v 19. stoleti na
pomezi Anglie a Skotska. Jeho ptivodnim poslanim bylo paseni ovci. V dne$ni dobé
je ktomuto ucelu vyuzivano piedev§im v zemi puvodu, piipadné rekrea¢né ¢i
soutézné. Prestoze u border kolii doslo k intenzivnimu §lechténi, spojenému s velkou
oblibou v poslednim desetileti, stale si uchovaly vlohu k paseni, ktera z nich d¢la
nejlepsi ovcacké psy (Priceova, 2014).

Dle rozd¢€leni Fédération Cynologique Internationale (FCI) spadaji border kolie
do 1. skupiny — plemena ovcéacka, pastevecka a honacka (Fogle, 2005)

3.1.2 Standard plemene border kolie

Border kolie je pes stiedniho vzrustu. Standard uvadi, ze optimalni kohoutkova
vyska fen je 47-52 cm, u pst 50-55 cm. Jedna se o psa dobrych proporci a ladnych
rysi ukazujicich kvalitu, pivab a dokonalou vyvazenost, které ve spojeni

s dostate¢nou télesnou stavbou demonstruji vykonnost (Tuc¢imova, 2014).

3.1.3  Historie plemene border kolie

Jiz z doby patého az prvniho stoleti pfed naSim letopoctem jsou datovany prvni
zminky o pouzivani psu, kteti by se dali oznacit za pastevecké. Keltové, tou dobou
S ptichodem Rimani pak byli na ostrovy dovezeni psy vyznacujici se ,,hypnotickym
okem®, které je pro border kolie typické dodnes. Kiizenim téchto jedincii se psy

pavodnimi vznikli prapiedci dnesnich border kolii (Priceové, 2014).

3.1.4 Historie border kolii v CR

Prvni border kolie byla do Plemenné knihy CMKU (Ceskomoravska
Kynologicka unie) zapsana v roce 1993. Prvni vrh se narodil 22. 4. 1994. V roce
2001 piesahl pocet zapsanych jedinci sto, vroce 2004 piesahl jeden tisic.
V soucasné dobé je v PK registrovano témeét 9000 jedinct. V poslednich nékolika

letech se pocet kazdoro¢né narozenych Sténat pohybuje kolem jednoho tisice, ¢imz
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se border kolie fadi mezi plemena s nejvyssim poétem $ténat v Ceské republice.
Znama jsou jen ¢&isla jedincti chovanych pod Klubem border kolii Ceské republiky
(BCCCZ), ptipadné pod Klubem chovateli malopocetnych plemen psi (KCHMPP).
Pocty jedinci bez prikazu pavodu jsou pravdépodobné stejné, nicméné

nedohledatelné (Loucka, 2014).
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3.2 Genetika v chovu psi

Domestikovany pes je povazovan za nejrozmanitéjsi zijici druh na Zemi, jeho
rozmanitost se projevuje ve velikosti, barveé srsti, proporcich téla i chovani
(Ruvinsky, Sampson, 2001). V soucasné dobé je evidovdno 355 uznanych
a 19 neuznanych plemen psi (fci.be, 2017).

Fosilni nalezy psovitych Selem, které by se daly povazovat za piedky dnesnich
pst, byly nalezeny na Sibifi a jejich stafi bylo datovano na 33 000 let (Freedman
a kol., 2014). Domestikace pak pravdépodobné probéhla pies 16 000 lety, zasahuje
tedy do doby pted zemédé€lstvim, do obdobi lovu a sbéru (Freedman a kol., 2013).
Freedman a kol. (2014) zaroven vyvraci hypotézu o spole¢nych piedcich mezi psem
domacim (Canis familiaris) a vlkem obecnym (Canis lupus), s odkazem na odli$nou
dobu bottlenecku — vyrazné zmenseni populace, nepopiraji v§ak moznost spolecné

prastaré line vlki, ktera by byla spole¢nym piedkem pro oba druhy.

3.2.1 Genom psa

K dekodovani genomu psa doslo v roce 2005, od té doby bylo identifikovano
2 385 199 138 part bazi. Pes ma 20 429 kodujicich gent, které vSak ¢ini pouze 5 %
z celkové DNA, zbylych 95 % je nekddujicich. V somatickych bufikach je 39 para
chromozomt. Prozatim bylo popsdno vice nez 2,5 milionu polymorfismu, které
zpusobuji rozdily mezi jednotlivymi plemeny, nebo jsou pfi¢inou dédi¢nych
onemocnéni - téch je popsano piiblizné 500 a jen 50 z nich je objasnéno na

molekularni drovni (Dostél, 2007).

)
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Obr. 1 Sada chromozomii psa, zdroj: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/85

3.3 Geneticky determinovana onemocnéni psi
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Dédi¢na onemocnéni jsou zcela zasadnim problémem v chovu psu, zpravidla
a vyuzivanim inbreedingu, jeZ vede ke snizeni genetické rozmanitosti, ¢imz dochazi
ke zvySeni homozygotnosti v populaci a to véetné mutovanych alel.

Snaha chovateli udrzet typické plemenné vlastnosti po strdnce vzhledové
I behavioralni se omezuje na pomérné¢ omezené Slechtitelské programy. Obzvlasté
vyznamnym problémem jsou pak onemocnéni projevujici se az v pokrocilém veku,
pricemz postizeni jedinci se mohou po mnoho let jevit asymptomaticky, tudiz jsou
zpravidla vyuzivani v chovu a mohou rozsifit nemoci na dalsi generace (Ruvinsky,

Sampson, 2001).

3.3.1 Geneticky determinované choroby u border kolii

Ani border kolie se v prubéhu nekolika desetileti Slechténi nevyhnuly zatiZeni
genetickymi mutacemi.
Mutace zpisobujici onemocnéni, ktera jsou objasnéna na molekularni Urovni
u border kolii, jsou:
» Anomalie oka kolii (Collie Eye Anomaly-CEA)
» Syndrom uvéznénych neutrofilt (Trapped Nuetrophil Syndrom-TNS)
» Ceroidni lipofuscindza (Ceroid Lipofuscinosis-CL)
» Mnohocetna 1ékova rezistence 1 (Multi Drug Resistance 1-MDR1)
Tyto nemoci maji autozomdalné recesivni dédi¢nost, jednotlivé vztahy jsou
popsany v tabulce 1.
Choroby diagnostikovatelné klinicky:
» Progresivni retinalni atrofie (Progressive Retinal Atrophy-PRA)
» Primarni glaukom (Primary Glaucoma)
» Epilepsie
Déle jsou u border kolii zaznamenany vyskyty onemocnéni postihujici pohybovy
aparat, a to:
» Dysplazie kycelniho kloubu (DKK)
» Dysplazie loketniho kloubu (DLK)
» Osteochondr6za ramenniho kloubu (OCD)
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Tyto vady maji geneticky zaklad, nicméné na jejich projev mé zasadni dopad

vliv prostfedi (piredevsim vyziva a zatéz), proto je predpoklad jejich vyskytu velmi

obtizny.

Tab. 1 Tabulka dédiénosti

Genotyp a fenotyp

Genotyp a fenotyp MATKY

AA (klinicky zdrava,

Aa (klinicky zdrava,

aa (klinicky

zdravy, alely +/+,

oznaceni Normal)

klinicky zdravi,
alely +/+, oznaceni

Normal)

OTCE alely, +/+, oznaceni | alely +/-, oznaceni | nemocna, alely -/-,
Normal) Carrier) oznaceni Affected)
50 % AA (potomci
100 % AA (potomci | Kklinicky zdravi, alel 100 % Aa (potomci
AA (klinicky ® Ky Y ®

+/+, oznaceni Normal)
50 % Aa (potomci
klinicky zdravi, alely

+/-, oznaceni Carrier)

klinicky zdravi,
alely +/-, oznaceni

Carrier

Aa (klinicky zdravy,
alely +/-, oznaceni

Carrier,)

S50 % AA (potomci
klinicky zdravi,
alely +/+, oznaceni
Normal)

50 % Aa (potomci
klinicky zdravi,
alely +/-, oznaceni

Carrier)

25 % AA (potomci
klinicky zdravi, alely
+/+, oznaceni Normal)
50 % Aa (potomci
klinicky zdravi, alely
+/-, oznaceni Carrier)
25 % aa (potomci
klinicky nemocni, alely

-/-, oznaceni Affected)

50 % Aa (potomci
klinicky zdravi,
alely +/-, oznaceni
Carrier)

50 % aa (potomci
klinicky nemocni,
alely -/-, oznaceni

Affected)

aa (klinicky
nemocny, alely -/-

oznaceni Affected,)

100 % Aa (potomci
klinicky zdravi,
alely +/-, oznaceni

Carrier)

50 % Aa (potomci
klinicky zdravi, alely
+/-, oznaceni Carrier)

50 % aa (potomci

klinicky nemocni, alely

-/-, oznaceni Affected)

100 % aa (potomci
klinicky nemocni,
alely -/-, oznaceni

Affected)
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3.4 Epilepsie

Epilepsie je skupina funkcnich nervovych poruch s nejasnym piivodem, jejichz
podstatou je vzruch vyvolany bioelektrickym vybojem, jenz zasdhne skupinu
neuront, ¢imZ dojde k vyvolani zachvatu (Stuchly, 2015). Hulsmeyer a kol. (2015)
definuji, ze jedince bychom méli oznacit za epileptického, pouze pokud prodéla dva
(nebo vice) po sobé jdouci zachvaty v rozmezi 24 hodin. Kromé psu je jeji vyskyt
popsan rovnéz u lidi a kocek.

Etiologicky je epilepsie délena na:

o Idiopatickou formu epilepsie — vznika bez zjevnych piicin
e StrukturdIni formu epilepsie — zpravidla vznika na zakladé urazu ¢i intoxikace
e Metabolickd forma epilepsie — zachvaty zptisobené metabolickou poruchou,

obvykle jater ¢i ledvin (Hamamoto a kol., 2016)

3.4.1 Symptomatologie epilepsie

Projevem epilepsie jsou zachvaty, jejichz projevy mohou mit rozdilny charakter.
Projev zavisi na ¢asti mozku, ktera je zasazena. Ve vét§iné pripadl vSak dochazi ke
ztraté¢ védomi, kiec¢im, pomocovani, mrakotdm a tfesu. U riiznych jedinct se pribch
zachvatll muze liSit — nemusi dojit ke ztraté¢ védomi, pes se nemusi pomocit apod.

(Stuchly, 2015).
3411 Rozdéleni zachvatu

Vsem zachvatim je spolecnd nekontrolovatelna aktivita neuront nebo celych
neuronovych svazkli, pfiemz podstata téchto paraxysomalnich vyboji je
intracelularni nebo synapticka. Pri¢iny mohou byt rozli¢né, deficity energetického
metabolismu ¢i nerovnovdha mezi excitanimi a inhibi¢nimi neurotransmitery
(Berendt a kol., 2015).

Dochazi pak k nerovnovaze iontd na bunétné membrané s masivnim vstupem
kalciovych ionti do bunky nasledovanou paroxysmalni depolarizaci. Dilezitou roli
pii rozvoji zachvat hraje synchronizace této abnormalni aktivity jednotlivych
neurondl a neuronovych svazkl, tim dojde k rozsifeni na jednotlivé korové oblasti
nebo celou mozkovou kiiru (Srenk a Jaggy, 2000).

Dle rozsifeni pak rozdélujeme zachvaty na fokalni a generalizované:
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Fokalni zachvaty - dochézi k motorickym zachvatim prezentujicimi se zaSkuby
urc¢itych svalovych ¢asti, jsou zptisobeny ohrani¢enou aktivitou uréitych neuront ¢i
neuronovych skupin

Generalizované zachvaty — postihuji vétsinu svalovych skupin, vyznacuji se
zvySenym napétim vSech kosternich svali, postizeny jedinec zpravidla lezi na boku
S prohnutymi zady, hlavou sméfujici vzad (poloha oznaovana jako opistoten). Na
tuto fazi navazuje faze klonicka, pfi niz dochazi k rytmickym pohybiim koncetin,
zvykacich svalli, mimickych svali a pohybiim oc¢niho bulbu. Mohou se objevit
ptipady snizeni tepové frekvence, zvySeného slinéni, nekontrolovatelného moceni

a kéleni (Srenk a Jaggy, 2000).
3.4.1.2 Priubéh zachvati

Epilepticky zachvat sestava ze tii fazi:

Prvni féaze, prodromélni stadium (aura), byvd u psa obvykle snadno
prehlédnutelnd, trva nékolik malo sekund, nejvyse 1 min., pes ma pii ni v obliceji
strnuly, jakoby vylekany vyraz a piisobi neklidné.

Druha faze, konvulzivni stadium, neboli stadium ki¥eci, naproti tomu nelze
prehlédnout. Za predpokladu, Ze psa postihne zachvat ve stoje, ztrdci rovnovahu
a pada. Postihne-li ho v leze, snazi se vstat, potaci se, dech se mize na kratko
zastavit a nastanou klonické kiece (zaSkuby svalstva), Zvykaci pohyby dolni celisti,
zvraceni, samovolny odchod moce a trusu. Toto stadium trva 1-2 minuty.

Treti faze, poepileptické stadium, se vyznacuje tim, Ze pes ztstava chvili lezet,
je vylekany, otupély, jakoby unaveny, pomalu vstava a vyhledava klidna mista, po
odpocinku se jeho chovani opét vraci do normalu. Posledni stddium trva nékolik
minut az pil hodiny.

Prub¢h jednotlivych zachvath je velmi proménlivy jak do délky, tak do zplsobu
projevu, nékdy mize prodromalni stadium zcela chybét, stejné tak tieti faze muiize
chybét, pes se muze zacit po zachvatu chovat zcela normalné, kiece mohou mit

riznou intenzitu (Stuchly, 2015).

3.4.2 Idiopaticka epilepsie

Jedna se o formu epilepsie, pii které jsou zachvaty vyvolany bez zjevné pticiny,
bez doprovodnych mikro- a makroskopickych podnétd at’ uz se jedna 0 vnitini

poruchy metabolismu ¢i pfispéni z vnéjsiho prostiedi ve form¢ Urazii a intoxikaci
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(Svoboda a kol., 2001). Prvni z&chvaty se objevuji u jedinct ve véku 6 mésici az
4 let (rGzni autofi uvadéji odlisnd rozmezi, shoduji se vSak na spodnim limitu véku
6 mésicu, horni limit se odchyluje do 6 let véku). Bylo vypozorovano, ze néktera
plemena jsou predisponovana vice nez jina, patii mezi né¢ pudlové, jezevc€ici, némecti
boxefi, ohafi, kokrSpan¢lé, teriéfi, Seltie, kolie, belgicti ov¢aci. I zde uvadeji odlisni
autofi rozdilnou zakladnu plemen, neopomenutelné je rovnéz, Ze kromé
Cistokrevnych plemen se epilepsie vyskytuje i u kiiZzenct. Zachvaty zpravidla
probihaji typu grand mal (velky zachvat) — velmi dlouho trvajici zachvat nebo rychle

po sobé se opakujici zachvaty bez UplIného zotaveni (Stuchly, 2015).

3.4.3 Genetické pozadi epilepsie

A¢ vyzkumy na zjisténi genetického pozadi probihaji v mnoha svétovych
laboratotich, geneticka podstata epilepsie zatim nebyla zcela objasnéna.

Psi trpi mnohem ¢astéji nez jina zvifata pravou (idiopatickou, primarni) neboli
vrozenou, spontanni (,,samovolné* vznikajici) epilepsii. Obecné se pocita, Ze v jejich
populaci je asi 1% nositel vlohy (¢i vloh) pro toto onemocnéni, ovSem u nékterych
plemen a liniich je jich mnohem vice. Piestoze vyzkum u plemene bigl prokézal
Cast&jsi vyskyt epilepsie u psi-samcu, nepiedpoklada se vazba na pohlavi. Z dosud
zjisténych poznatkt se da predpokladat, ze epilepsie je podminéna dvéma alelickymi
pary, pficemz prvni je par vlohovy (,sklon pro epilepsii) a druhy je tzv.
represorovy, ktery se dédi jako vazany na pohlavi, existence tohoto represoru vSak
prozatim neni dostate¢né ovétena. Druhd piedpokladana teorie spociva na polygenni
dédicnosti, kdy podminéni nemoci je ovlivnéno mnoha vlohami malého ucinku, kdy
pii s¢itani ucinku jednotlivych alel dochazi k aditivnimu ptisobeni alel, které pak
ovlivni Cetnost zachvati. Zejména pak u tzv. malych zachvata (petite mal) je
predpokladana polygenni dédicnost s prahovym charakterem, to znamena, ze
vlohové zalozeni (genotyp) urcuje jisty prah snasenlivosti vuéi vlivim vnéjsiho

prostiedi, ktery nesmi byt pfekrocen, jinak propukne zachvat (Stuchly, 2015).

3.4.4 Diagnostika epilepsie

Pii diagnostice epilepsie je tfeba nejprve zjistit, zda symptomy, jez zviie
demonstruje, jsou skuteénymi projevy epileptického zachvatu, nebo jde o jiné druhy

zachvati - identifikovat pozadi, které epileptickym zachvatim ptfedchazi. Pokud se
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prokaze, ze se skutecné jedna o epileptické zachvaty, je tfeba definovat, zda se jedna
o epilepsii idiopatickou ¢i nikoli, k tomuto ucelu byl definovén tii stupfiovy systém
Kritérii.

Stuperi 1 je prezentovan dvéma a vice nevyprovokovanymi zachvaty v rozsahu
24 hodin ve véku 6 meésict az 6 let a doprovazenymi negativnimi nalezy abnormalit
Vv krevnich a mocovych testech.

Stuperi 2 zavisi na vysledcich ze stupné 1 provazenymi dal$imi testy, mezi které
patii magneticka rezonance mozku (MRI) a analyza mozkomisniho moku (CSF).

Stupeit 3 zavisi na faktorech zjiSténych ve stupnich 1 a 2 a je doplnén

vySetfenim abnormalit na elektroencefalografu (De Risio a kol., 2015).

3.4.5 Lécha epilepsie

Cilem terapie neni prozatim kompletni vylééeni pacienta, nybrz prevence
zachvatt. Bez adekvatni 1éCby hrozi stupiiovani zachvatl a za predpokladu, Ze
pacient upadne do tzv. velkého zachvatu (grand mal), miZe nastat Zivot ohrozujici,
generalizovany stav status epilepticus. V takovémto piipadé¢ je potieba zvite
neprodlené dopravit k veterinarnimu 1ékati (Stuchly, 2015).

Charalambous a kol. (2014) sestavili seznam nej¢astéji pouzivanych antiepileptik
(AEP), kterd se uzivaji samostatné ¢i v kombinaci dvou a vice 1é¢it. Davkovani
a pomér jednotlivych slozek se urcuje individualné v zavislosti na reakci pacienta na

lécbu. Celosvetove nejcastéji pouzivand AEP jsou znazornéna na obrazku 2.
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Obr. 2 Nejéastéji vyuZivana antiepileptika u psi, upraveno podle Charalambous a kol., 2014

Problém u 25-30 % pst je, podobné jako u lidi, $patna, ptipadné nulova reakce
na lé¢bu. Zpravidla se projevuje neadekvatni odezvou na podéani 1é€iv nebo uplnou

rezistenci (Charalambous a kol., 2014)

3.4.6  Frekvence vyskytu epilepsie u psi

U psu je vyskyt epilepsie v rozmezi 0,5 - 5,7 % (Ekenstedt a kol., 2011). U
plemene border kolie v sou¢asné dobé funguje online databaze epileptickych jedinct
(http://bcepilepsy.weebly.com/), kam mohou majitelé ¢i chovatelé ohlasit jedince
s epilepsii spole¢né s doplitkovymi informacemi o jakou formu epilepsie se jedna,
kdy doslo k prvnimu projevu, ptipadné jaka byla zvolena 1é¢ba. V CR je aktualnd
evidovano 48 border kolii s projevy epilepsie, z nichz u 17-ti byla diagnostikovana
idiopaticka epilepsie (IE), dalsich 7 jedinct s diagnostikovanou IE je evidovano po
smrti. Vzhledem k podtu témét 9 000 jedincti plemene border kolie v CR se toto &islo
muze zdat zanedbatelné, riziko je vSak dano projevem epilepsie v pozdéjsim véku
u jedinct, kteti byli hojné pouziti vV chovu a tudiZ je mozné, Ze rozsifili geny pro
epilepsii do nekolika dalSich generaci. Zapis do databaze je dobrovolny a Cisté na

uvazeni majitelil, skutecné pocty jedinct tak mohou byt vyssi (Tvrda, 2017).



3.5 Mnohocetna lékova rezistence

MDRL1 neboli multi drug resistance (mnohocetna lékova rezistence) je gen pro
kodovani bilkovinnych transportéri prezentovanych P-glykoproteinem (oznacovan
P-gp) jez patii do skupiny membranové vazanych ABC transportérti, proto je tento
gen nékdy oznaCovan jako ABCB1 (Greyer a kol., 2005). Tyto transportéry se
vyskytuji v cytoplazmatickych membranach bunék vedlejsi populace (tzv. SP buiiky
— side population) a slouZzi k odstrafiovani latek z intracelularniho prostiedi (Craig

a kol. 2014).

3.5.1 P-glykoprotein

P-glykoprotein je efluxni transmembranova pumpa s nezastupitelnou roli
v absorpci, distribuci a eliminaci nékterych 1é¢iv, stejné tak je obranym
mechanismem pied vstupem Xxenobiotik do organismu (Miller, 2010). Pii nadmérné
expresi genu kodujici tento protein Casto dochédzi k rezistenci na podévana léciva

(Pechandova a kol, 2006).
35.1.1 Funkce membranovych transporzérii

ABC proteiny patfi mezi primarni aktivni transportéry, které vyuzivaji ATP
Kk prichodu kanalG i transportu molekul — transportuji Sirokou skalu substratl
(aminokyseliny, peptidy, sacharidy, proteiny, ionty kovi, hydrofobni slouceniny

a metabolické produkty) pies extra- a intracelularni membranu (Dean a kol., 2001).
35.1.2 Struktura membrdanovych transportéri

Kazdy ABC transportér obsahuje jeden par ATP-vazanych domén — NFB
(nucleotide binding folds). Tyto domény pak obsahuji nékolik konzervovanych
sekvenc¢nich motivi, jeZ slouZi pro spravnou orientaci molekuly ATP a dvé sady
transmembranovych domén, které se skladaji se Sesti Sroubovic (a-helix)
prochazejicich membranou. ABC transportéry mohou byt bud tzv. celé (full
transporter) nebo polovi¢ni (half transporter), kdy cely transportér obsahuje dvé NBF
a dvé TM domény, pti¢emz NBF je lokalizovana v cytoplazmé. Polovi¢ni transportér
obsahuje vzdy jednu z domén a zpravidla je seskupen jako homodimer nebo

heterodimer, ¢imz vytvafi funkéni transportér (Dean a kol, 2001).
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3.5.13 Funkce P-glykoproteinu

P-glykoprotein se nachazi v tkanich se sekretickou i exkretickou funkci, a to
vV ledvinach (membrana lumenu proximalnich tubult), jatrech (membrany
hepatocytil), a ve stievé (kartacovy lem enterocyti), dale v kapilarach mozku a
varlat, v hematopoetickych kmenovych bunkach a trofoblastech embrya. V téchto
tkanich P-glykoprotein sniZzuje absorpci Iéku ze stfeva a jejich vstup do centrélniho
nervového systému (CNS), podporuje jejich vylucovani do Zluce a moci (Greyer
a kol., 2005). Rovnéz ma transportni funkci v oblasti endokrinniho systému -
ovliviiuje prestup hormoni nadledvinek kortizolu a kortikosteronu do mozku —
pokud tato vyména neni zajisténa, dochazi k poruchdm regulace zpétnovazebného
mechanismu hypotalamus-hypofyza. Dusledkem toho muze byt snizena bazalni
hladina kortizolu a s tim souvisejici Utlum produkce hormonu §titné zlazy (Labokin,
2017).

3514 Struktura P-glykoproteinu

Struktura P-glykoproteinu piipomina valec o praméru 10 nm s vyskou 8 nm,
z poloviny ulozeny v bunééné membrané. Lze jej tedy pfirovnat ke kanalu, ktery je
otevien do extracelularniho prostoru a uzavien k cytoplazmé bunky (Aller, 2009).

V poslednich letech se stava P-glykoprotein pifedmétem studia ve vztahu
mechanizmu rezistence naddorovych bunék proti davkam chemoterapeutik. Tento jev
je oznaCovan jako mnohocetna lékova rezistence (multiple drug resistance-MDR).
Mutaci v genu MDR1 dochazi k zablokovani syntetizovani P-gp, ¢imz dochazi
k hromadéni 1é¢iv v mozku a naslednym komplikacim (Lehne, 2000).

Pro P-gp je typické interakce s mnohymi latkami a to jak chemicky tak funk¢éné
odliSnymi. MlZe se jednat o latky pfirodni ¢i jejich syntetické derivaty. Patii sem
xenobiotika, lé¢iva rtznych farmakoterapeutickych skupin, endogenni hormony
a dalsi latky, pro piehlednost byly lékové substraty P-gp piepsany do tabulky
2 (Dowling, 2006).

Tab. 2 Seznam substrati P-gp, pirevzato a upraveno podle Dowling, 2006

Chemoterapeutika Srdecni léky
Doxorubicin Digoxin
Mitoxantrone Diltiazem
Paclitaxel Losartan
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Vinblastine
Vincristine
Antimicrobials/Antifungals
Doxycycline
Erythromycin
Itraconazole
Ketoconazole
Rifampin
Tetracycline
Immunosuppressants
Cyclosporin A
Tacrolimus
Antiemetics
Domperidone
Ondansetron
H1-antihistamines
Fexofenadine
Terfenadine
H2-antihistamines
Cimeditine
Ranitidine
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Quinidine
Verapamil
Steroids
Aldosterone
Cortisol
Dexamethasone
Estradiol
Hydrocortisone
Methylprednisolone
Miscellaneous
Amitriptyline
Butorphanol
Ivermectin
Morphine
Moxidectin
Phenothiazines
Phenytoin
Selamectin



3.6 Gen MDR1

P-glykoprotein byl poprvé izolovan vroce 1976 z ovaridlnich bunék kiecka
¢inského (Cricetulus griseus), ktery jevil znamky rezistence na chemoterapeutika.
Tento protein byl pak identifikovan jako hlavni soucast funkéniho MDR proteinu
bun¢k (Greyer a kol., 2005).

V 90. letech byl nahodou zjistén vztah mezi knockoutovanym genem MDR1
umysi a jednim ze substratii P-gp - Ivermectinem. Byly drzeny dvé skupiny mysi,
Z nichz jedném byl uméle vyfazen gen MDRL1, druhé byly ponechany beze zmény.
Ani jedna ze skupin nejevila znamky zdravotnich potizi, anatomickych abnormalit ¢i
problému s plodnosti, z ¢ehoz bylo vyvozeno, ze P-gp je pro organismus
postradatelny. Obé skupiny vSak byly napadeny parazity, proti nimz byl pouZit
ivermectin ve spreji; druhy den skupina s neupravenym genotypem nevykazovala
zadné znamky potizi, avSak témét vSechny mysi s knockoutovanym genem byly
nalezeny mrtvé. Po provedené pitvé byla zjisténa koncentrace ivermectinu v mozku
stokrat vyssi nez u mysi z druhé skupiny (Dowling, 2006).

V roce 1982 byl u kolii poprvé popsan ,fenomén Ivermectinové toxicity*
(Preston, 1983), nicméné az veterinarni Iékatka Katrina Mealey z Washingtonske
statni univerzity rozpoznala podobné znaky, které vykazovaly mysi, u kolii a dalSich
plemen ovcackych psi. V roce 2001 pak identifikovala kauzalni mutaci — deleci
4 para bazi, ktera zplsobuje posunuti éteciho ramce, ¢imz dojde k vytvoreni stop

kodonu a tim k pfed¢asnému ukonceni syntézy P-gp (Mealey a kol., 2001).

3.6.1 MDR1-delece

Gen MDRL1 je lokalizovan na 14. chromozomu a sklada se z 28 exoni. Na exonu
4 je lokalizovana mutace nt230 (del4), rovnéz oznaCovana jako MDR1-/4. Takto
mutovany gen postrada 4 pary bazi (Geyer a kol., 2005). Tato mutace byla
detekovéana u plemen kolie dlouhosrsta i kratkosrsta, sheltie, australsky ovéak, border
kolie, bearded kolie, madarsky ohai viszla, labradorsky retrivr, zlaty retrivr,
némecky ovcak, husky, bobtail, dlouhosrsty whipet, bily Svycarsky ovcak
a n¢ékterych kiizencd. U jedinci postizenych touto mutaci dochazi k posunuti ¢éteciho
ramce, ktery zpusobi vytvoteni stop kodonu a tim pfed¢asnému ukonceni syntézy P-
glykoproteinu, proto je nutné pii klinické diagnostice 1¢kt vyloucit 1é¢iva ze skupiny

substratt P-gp (viz Tabulka 2) (Baars a kol., 2008).
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Delece mé& jednoduchou autozomalné recesivni dédiCnost, postizeni se tedy
projevi jen u recesivnich homozygotti (oznaéeni (-/-, n/n, Affected), jednotlivé
vztahy jsou podrobné&ji popsany v Tabulce 1.

Frekvence vyskytu se pomérné¢ vyrazné 1isi v zavislosti na jednotlivych zemich
svéta a rovnéz na plemenné piislusnosti. Naptiklad v Némecku prokazala analyza
vyskyt mutované alely (pocitdno s heterozygotnim a recesivné homozygotnim
typem) u 81 % kolii a 75 % vipeti. U Seltii byla frekvence vyskytu 51 9%,
u miniaturnich australskych ovcaka 46 % a u australskych ovéaku 38 %. U bilych
Svycarskych ov¢akl a border kolii se vyskytovala vyjimecné (Gramer a kol, 2011).

Jina studie, provedend v USA, ukazuje podobné rozlozeni, a to konkrétné 22,6 %
dominantnich homozygoti, 42 % heterozygotii a 35,4 % recesivnich homozygotl
v testované populaci (Mealey a kol., 2002).

Pon¢kud odlisné jsou vysledky analyzy pochézejici z Austrélie, kde 12 %
populace bylo definovano jako dominantni homozygoti, 64 % jako heterozygoti a 24
% jako recesivni homozygoti. Z toho Ize vyvodit vyznamnou odli$nost ve vysledcich
z USA a Austrélie, napi. frekvence mutované alely u plemene australsky ovcak
v USA (testovano 178 jedincu) byla 17 %, zatimco v Australii 69 %. Podobné
rozdily vykazuji analyzy u plemene Seltie, v USA (testovano 190 jedinci) byla
frekvence vyskytu 8,4 %, zatimco v Australii 43 %. Tato zjisténi vedla ke zméné

lé¢ebnych metod u ovcackych psu v Austrélii (Mealey a kol., 2005).

3.6.2 MDR1-inzerce

V roce 2010 byla objevena nova inzertni mutace u skupiny border kolii, které
vykazovali piecitlivélost na ivermectin, ale nebyla u nich prokdzéna pfitomnost
delece. Kddujici sekvence genu MDR1 border kolii byla porovnana se sekvenci
ziskanou od plemene bigl, bylo zjisténo 8 rozdilnych SNP (Single Nucleotide
Polymorphism — jednonukleotidovy polymorfismus), jez byly u vSech zastupci
plemene border kolie zatazenych do testu, nikoli vSak v sekvenci plemene bigl. Déale
byla objevena inzerce 3 nukleotidi (AAT) mezi 72. a 73. nukleotidem ABCB1
kodujici sekvence, kterd se vyskytovala pouze u border kolii precitlivélych na
ivermectin. Z toho lze usuzovat, ze sekvence v genu MDR1 mohou byt plemenné

odlisné, autofi clanku proto doporucuji kompletni sekvenaci u vSech plemen
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zatizenych touto mutaci (Han a kol., 2010). Dalsi testovani této mutace vSak nebylo

v literatui'e nalezeno.

3.6.3 MDR1 - jednonukleotidova substituce

Dalsi mutace byla detekovana u border kolii, jez vykazovali rezistenci na
fenobarbital, béhem 1éCby epilepsie. U téchto jedinci byla objevena
jednonukleotidova substituce guaninu na misto thyminu vintronu 1 v blizkosti
5"konce genu MDR1/ABCBL1 (c.-6-180T>G), kde jsou lokalizovany nejdulezitéjsi
prvky promotoru. Jedinci nesouci tuto mutaci jevili znamky rezistence ¢i citlivosti na
podavand Ié¢iva obsahujici fenobarbital (Alves a kol., 2011).

Ac byla u tohoto SNP ptredpokladana autozomalné recesivni dédi¢nost - podobné
jako u delece, Alves a kol. (2011) uvadgji, ze v jimi testované populaci se projevily
ptiznaky senzitivity na fenobarbital i u jedinci s genotypem T/G z ¢ehoz lze
usuzovat spiSe autozomalné dominantni dédi¢nost. Autofi rovnéz uvadéji, Ze projev
citlivosti na fenobarbital se ukazal i u 3 jedincu s genotypem T/T, coz je
pravdépodobné zpiisobené umisténim mutace v regulacni oblasti. Rovnéz je vSak
mozné, ze tuto rezistenci ovliviyji 1 jiné mutace, nebo se jedna o ne zcela penetrujici
polymorfismus.

Frekvence vyskytu mutantni alely je piekvapivé vysoka, napi. Mizukami a kol.
(2013) uvadi, ze v jimi testované populaci 472 border kolii bylo 60 % dominantnich
homozygotl, 30,3 % heterozygotl a 9,7 % recesivnich homozygotl, z ¢ehoz vypliva
absolutni frekvence mutantni alely 24,9 %. Oproti tomu napf. delece nt230 (del4) ma
frekvenci vyskytu v populaci border kolii extrémné nizkou, zpravidla do 1 %.

Pravé vysoka frekvence vyskytu by mohla dat odpovéd’ na velmi ¢astou
rezistenci epileptickych jedinct na 1é€bu fenobarbitalem, kterd je uvadéna az 30 %

(Charalambous a kol., 2014).
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3.7 Metody detekce polymorfismu c.-6-180T>G v genu MDR1

Metody detekce slouzi k rozliSeni mutantni alely od alely zdravé (wild type)
a tim zjisténi genotypu jedince.

Ze vzorku chlupt ¢i krve je izolovana DNA pomoci vhodného izola¢niho Kitu.
DNA je nasledné amplifikovdna polymerazovou fetézovou reakci (PCR) za pouziti
nasyntetizovanych primerti a poté St€pena konkrétnim enzymem (polymorfismus
délky restrik¢nich fragmentd — RFLP). Vysledky jsou vyhodnoceny na zakladé
gelové elektroforézy.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Sledovana populace

Do sledované populace bylo zafazeno 82 jedincti plemene border kolie, z toho 55
vzorkll bylo pouzito z archivu Akademie véd v Lib&chové, s laskavym svolenim
prof., Ing. Antonina Stratila, DrSc., v ramci magisterské praxe. Ostatni vzorky byly
zaslany majiteli ¢i odebrany na akcich pofadanych Klubem border kolii Ceské

republiky. Celkem se jednalo o 29 psti (samct) a 48 fen.
4.2 lzolace DNA

Izolace DNA byla u 58 vzorki provedena zkrve za vyuziti GeneEluteTM
Mammalian Genomic DNA Miniprekit (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, USA).
24 vzorkl bylo izolovano z chlupovych cibulek za vyuziti tkanového kitu Geneaid
Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) GB100/GB300. Po izolaci byla
ovéfena koncentrace izolované DNA na spektrofotometru NanoDrop 2000 od
spole¢nosti Thermo Scientific, koncentrace byla méfena pii absorbanci 260/280,
kterd udava cistotu DNA. Kontrola kvality izolované DNA byla provedena pomoci
agardzové elektroforézy na 2% agar6zovem gelu s napétim 130V po dob 15 minut.

Izola¢ni soupravy Geneaid jsou zalozeny na principu absorbance DNA na
silikatovou membranu. Izolovany material je nejprve lyzovan pomoci lyzaéniho
pufru a enzymu proteindzy K. Pozdé&ji se bunécny lyzat pienese na izola¢ni kolonu.
DNA adheruje na silikat za pfitomnosti chaotropnich soli. Kolona je opakované
promyta pufry a DNA je nasledné uvolnéna ze silikdtové membrany pomoci elu¢niho

pufru.

4.2.1 Postup izolace DNA z krve

Krevni vzorky byly izolovany pomoci specializovaného GeneElute Mammalian
Genomic DNA Miniprep Kitu.

K 200 pl krve v 1,5 ml zkumavce bylo pfidano 200 ul LS-C pufru a 20 ul
proteinazy K, vse vortexovano po dobu 15 sekund, nasledovano inkubaci 15 minut
pii teploté¢ 55 °C. Do pripravené kolony bylo napipetovano 500 pl CPS pufru
anasledné centrifugovano pii 13 000 rpm 1 minutu, po vyjmuti byl vylit odpad

z centrifugac¢ni zkumavky a kolona vracena zpét. K lyzatu bylo piidano 200 ul
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ethanolu a vortexovano 10 sekund. Takto ziskana smés byla piepipetovana do
ptipravené kolony a centrifugovana pti 8200 rmp 1 minutu. Kolona byla vyjmuta
z centrifugy a odpad vylit, kolona vracena zpét, do ni bylo napipetovano 500 ul WS
pufru, opét prob¢hla centrifugace pii 8200 rpm 1 minutu. Pfedchozi krok byl
zopakovan. Po vyjmuti a vyliti odpadu ze sbérné zkumavky byla kolona vréacena
a centrifugovana pti 13 000 rpm 1 minutu, tim dos$lo k vysuseni. Sbérnd zkumavka
byla odstranéna a kolona umisténa do nové 2 ml zkumavky, do kolony bylo
napipetovano 100 ul eluéniho pufru a inkubovano pii pokojové teploté po dobu
5 minut, poté centrifugovano pti 8200 rpm 1 minutu. V tomto kroku byla DNA

uvolnéna do zkumavky, kolona odstranéna a vzorek byl ulozen k dalS$im analyzam.

4.2.2  Postup izolace DNA z chlupovych cibulek

K izolaci DNA z chlupovych cibulek byl pouzit Geneaid Genomic DNA Mini Kit,
pro tkanové kultury.

Do 1,5 ml eppendorfovy zkumavky bylo nastiithano alesponn 20 chlupovych
cibulek, pficemz cibulky by mély byt umistény na dné zkumavky, k nim bylo
ptidano 200 pl GT pufru a 20 ul proteinazy K, vzorky byly vlozeny do termalniho
bloku zahtatého na 60 °C a ponechany zde jednu hodinu. Poté bylo pfidano 200 pl
GBT pufru a vzorky vortexovany, aby doSlo k rovhomérmnému rozlozeni chlupt
v roztoku, vzorky byly opét uloZeny do termalniho bloku a ponechany 20 minut.
K vzorkim bylo ptidano 200 pl ethanolu a opét vortexovano. Mezitim byly
pfipraveny centrifugacni zkumavky do nichz byly vlozeny kolony, které slouZzi
k zachyceni DNA na kiemicité membrané. Do kolon byl piepipetovan cely obsah
tekutin z ptedchozich krokt a centrifugovano pti 13 000 rpm 1,5 minuty. Obsah
centrifugacni kolony byl vylit a kolona umisténa zpét, bylo ptidano 400 pl W1 pufru
a centrifugovano 13 000 rpm 1 minutu. Opét byl slit odpad a kolona vloZena zpét do
centrifugaéni zkumavky, bylo pfidano 600 pl promyvaciho pufru (WS)
a centrifugovano 13 000 rpm 1 minutu. Odpad byl slit a vzorky byly centrifugovany
bez pfidani pufru pfi 13 000 3 minuty. Centrifugacni zkumavka byla odstranéna
a kolona umisténa do Cisté 1,5 ml eppendorfovy zkumavky. Bylo pfidano 100 pl
eluéniho pufru, pfedem vytemperovaného na 60 °C a vzorky inkubovany pii
pokojové teploté 5 minut. Poté centrifugovany pti 13 000 rpm 1 minutu. Izolovana

DNA byla uloZena pro dal$i analyzy.
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4.3 Méreni koncentrace DNA

Koncentrace DNA byla méfena na spektrofotometru NanoDrop 2000 od
spolecnosti Thermo Scientific, ktery méfi absorbanci svételného zéafeni o vinové
délce 260 nm. Cistota DNA je vyjadiena podilem absorbanci zafeni i 260 a 280 nm.
Optimélni hodnoty A260/A280 jsou 1,8-2,0; jestlize jsou naméfené hodnoty v tomto
rozpéti, jedna se o Cistou DNA. Koncentrace DNA je udavana v ng/ul, pozadi pro

méfeni byl pouzit eluéni pufr z Kitu. Koncentrace byla méfena z objemu 2 pl.
4.4 Polymerazova retézova reakce

Polymerase Chain Reaction — PCR slouZi k ziskani pozadovaného a specifického
useku genomové DNA bez piedchoziho klonovani. Princip je zalozen na replikaci
nukleovych kyselin a cyklicky se opakujici enzymove syntéze novych fetézt danych
usekt DNA ve sméru 5'— 3 za vyuziti DNA polymerazy. Konkrétni ¢ast sekvence
je vymezena nasednutim dvou primert (pfimy a zpétny), které se vazou na protilehlé
konce Useku DNA tak, ze 3’konce smétuji proti sobé. Po ptidani DNA polymeraz

a volnych nukleotidti probiha syntéza novych vldken od obou matricovych fetézct.

441 Design primeru

Primery jsou navrhovany za vyuZiti programu OLIGO v4.0 ¢i podobného
programu se stejnym ucelem. Pfi navrhovani je tieba dodrzet obecné zdsady:

1. Délka primeru — optimalni délka primeru je v rozmezi 18-25 bp

2. Teplota tani dvouftetézce primer-teplat (Tm) — optimalni teplota je kolem
50 °C, oba primery by mély mit podobné teploty — v idealnim piipade
rozdil do 1 °C

3. Teplota annealingu (Ta) — vyzaduje se rozpéti 55 — 75 °C, nejcastéji vSak
dosahuje hodnot 55 — 60 °C

4. Specifita primeru — je zadouci co nevétsi komplementarita na 3” konci,
sekvence by neméla obsahovat repetitivni sekvence — riziko nasednuti
primeru na vice mistech a vznik nespecifit

5. Obsah G+C bazi — optimalni zastoupeni 55-56 %

6. Konce primeru — zacatek i konec primeru by mél obsahovat 1 -2 purinové
baze (A, G), 3" konec by mél kon¢it bazi G nebo C, coz doda primeru

pevnéjsi vazbu k templatu.
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44.1.1 Poulité primery

Sekvence pozadovaného genu byla spole¢né s primery pouzita dle Mizukami
akol. (2013) a nasledné ovéiena v internetové databazi GENE dostupné ze stranek
Narodniho centra pro biotechnologické informace (NBCI, National Centre for

Biotechnology Information).

Tab. 3 Seznam pouZitych primeri

Gen Primer Sekvence primeru 5> 3’ Velikost GC  Velikost PCR
(bp) (%) (bp)
MDR1 ‘ MDR1; T/G,F GCA GTG GGG TGA GAA CTA GA 20 55 416
MDR1 ‘ MDR1; T/G,R CGC AAG CCA TGT AAG GTATG 20 50 416

442 Reakeéni smés pro PCR

Reakéni PCR smés byla namichdna do zkumavek o objemu 0,2 ml. Pro urychleni
postupu byl pouzit komeréné dodavany PPP mix, ktery obsahuje PCR pufr, smés
nukleotidi, Mg 2* ionty, polymerazu a nanaseci marker. Dals§i vyhodou mixu je, Ze
pfed nanasenim vzorku na gel neni potieba kazdy vzorek smichat s nanasecim

markerem.

Tab. 4 SloZeni reakéni smési PCR

Celkem PPP mix Primer F Primer R DNA dH,0

15 ul 6 ul 0,3 ul 0,3 ul 2 ul 6,4 pl

4.4.1 Teplotni profil

Pro testovani byl pouzit teplotni profil vyuzity Mizukami a kol. (2013). Do
termalniho cykleru byl zadan nasledujici program:
1. Uvodni denaturace pii teploté 95 °C po dobu 3 minuty — doglo k rozrugeni
vodikovych mustkti v molekule DNA a vzniku ssSDNA
2. Denaturace pii 95 °C po dobu 30 sekund — doba se odviji na zaklad¢ dalky
amplifikovaného useku a obsahu part GC
3. Annealing 60 °C po dobu 30 sekund — primery nasedaji na specificka mista

DNA, teplota se odviji podle teploty tani primert
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4. Elongace 72 °C po dobu 45 sekund — DNA je syntetizovano od 5°konce
primeru

5. Finalni extenze 72 °C po dobu 7 minut — dochazi ke kone¢nému
dosyntetizovani fetézcii

6. Chlazeni 4 °C do vypnuti cykleru.

Krok 2-4 je 45x opakovan.

Vysledek byl nasledné¢ kontrolovdn na 3% agar6zovém gelu za pouZiti

elektroforézy.
4.5 Polymorfismus délky restrikénich fragmentu

Polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP) slouzi ke §tépeni sekvence
DNA v misté konkrétniho potadi nukleotidi. Pro potieby této diplomové prace byl
vyuzit enzym Mbol, jehoz §tépici aktivita je v sekvenci GATC zatimco sekvenci
GAGC nestepi.

Do $tépici reakéni smési bylo namichano 3,4 pl vody, 1,5 pl pufru, 0,1 pl
enzymu a 10 pl vzorku z PCR reakce. Nasledovala inkubace pti 37 °C po dobu
12 hodin. Vysledek byl vyhodnocen po provedeni agarézové elektroforézy na 3 %

gelu.
4.6 Gelova agarozova elektroforéza

Agarozova elektroforéza je zaloZzena na prostupnosti molekul agar6ézovym
gelem. Molekuly DNA jsou na gelu separovany na zakladé velikosti (délce sekvence,
poctu part bazi), rychlost separace je pfitom zavisla na velikosti napéti, které je
Vv elektrolytu mezi dvéma elektrodami. Molekuly DNA putuji smérem k anodé,
protoze DNA je zaporné nabita, diky negativné nabitym kyslikovym atomtm na
fosfatové skupiné. Ztakto separovanych fragmentt DNA se pofizuje
fotodokumentace pod UV zafivkami.

Tato metoda byla pouzita pro ovéfeni uspésnosti izolace DNA — 2% agardzovy
gel, jez vznikne smichanim 1,2 g sachardzy se 60 ml TBE pufru, je nasledné povaten
a jsou do n¢&j ptidany 2 ul EtBr (ethidium bromid), ktery se navaze na DNA a slouzi
K emitaci svétla pii ozafeni UV svétlem. Takto vznikly roztok je nasledné vylit do
vaniCky s pfedem umisténymi hiebinky a po zatuhnuti umistén do elektroforetické

vany s nanaSecim pufrem. Po vyjmuti hiebinkl jsou do jamek nanaseny jednotlivé
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vzorky, obarvené 2 ul sachar6zy a hmotnostni marker, pro porovnani velikosti
sekvenci. Po izolaci jsou molekuly jesté relativné velké, proto je pouzivan gel s nizsi
koncentraci.

Podobn¢ byla gelova elektroforéza pouzita i pro ovéfeni uspéSnosti PCR, zde
vSak byl pouzit 3% agardzovy gel — molekuly jsou jiz mensi, tudiz je potieba hustéjsi
sit’ vlaken pro pomalejsi prostup. Gel je pfipraven smichanim 1,8 g sacharozy
a 60 ml TBE pufru. Jelikoz pii1 PCR byl pouzit PPP mix, neni tieba jednotlivé vzorky
pred umisténim do jamky gelu obarvovat.

Jak jiz bylo zminéno vyse, elfo byla vyuzita i pro vyhodnoceni RFLP. Zde jiz
slouzila pro detekci jednotlivych alel ¢i alelickych pard, podle zobrazeni jednotlivych
fragmentu viditelnych po vyfotografovani gelu. Pro tuto potiebu byl pouzit 3% gel.
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5 VYSLEDKY

5.1 lIzolace DNA z tkani

Izolovana DNA z tkani (krev ¢i chlupové cibulky) byla ovéfena agarozovou
gelovou elektroforézou na 2% gelu s vizualizaci fragmentu pomoci EtBr a UV
zareni. 2% gel byl zvolen proto, Ze fragmenty izolované DNA jsou pomérné dlouhé
a Vv 3% gelu by se obtizné separovaly. Pro potieby kontroly tispé$nosti izolace staci

prabéh elektroforézy po dobu 10 minut.

Obr. 3 Foto gelu - DNA izolovana z krve, 2% agarézovy gel vizualizovany EtBr

Obr. 4 Foto gelu - DNA izolovana z chlupovych cibulek, 2% agardzovy gel vizualizovany EtBr

Z ptilozenych fotografii gelu je patrné, ze izolace DNA zkrve mély lepsi
uspesnost — fragmenty na gelu sviti silnéji. To je pravdépodobné zplisobené
pfedevsim nedostatecnym poctem chlupovych cibulek pfi zasilani vzorkid majiteli, ve
vétsin¢ pripadi obsahoval vzorek pfiblizn¢ polovinu z pozadovaného poctu

20 cibulek a zpravidla obsahoval pievazné chlupy podsady bez kotinkd.
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5.2 Méreni koncentrace DNA

Tab. 5 Namérené koncetrace jednotlivych vzorki a jejich &istota

Vzorek Koncentrace DNA A260 A280 A260/280

46 22,75 ng/ul 0,4555 0,236 1,93

47 25,3 ng/ul 0,5055 0,2895 1,745
48 13,7 ng/ul 0,274 0,137 2,01
49 19,35 ng/ul 0,387 0,1955 1,975
50 39,15 ng/ul 0,783 0,41 1,91
51 28,45 ng/ul 0,369 0,184 2,005
52 1,3 ng/ul 0,026 0,003 0,065
53 8,85 ng/ul 0,178 0,0765 2,33
54 36,15 ng/ul 0,7225 0,4125 1,75
55 25,95 ng/ul 0,5195 0,2735 1,895
56 24,7 ng/ul 0,94 0,248 1,995
57 23 ng/ul 0,4605 0,24 1,915
58 15,35 ng/pl 0,308 0,1635 1,88
59 16,5 ng/ul 0,3295 0,164 2,01
60 48,9 ng/pl 0,977 0,5555 1,76
61 2,85 ng/ul 0,058 0,026 2,23
62 48,25 ng/ul 0,9655 0,4675 2,065
63 142,6 ng/ul 2,852 1,386 2,06
19 4,1 ng/ul 0,081 0,028 2,92
20 3,15 ng/ul 0,0635 0,0205 3,235
21 4,65 ng/ul 0,093 0,046 2,01
22 10,3 ng/ul 0,2065 0,1005 2,06
23 6,35 ng/ul 0,1265 0,059 2,145
Pramér 24,42 ng/ul 0,488 0,249 1,99

M¢éfeni bylo provedeno dvakrat a vysledky primérovany, pro ziskani pfesnéjSich
hodnot.

Vzorky 46-63 byly izolovany z krve, jejich koncentrace je podstatné vyssi, coz je
opét zpusobeno nedostatkem materialu pro izolace DNA z chlupovych cibulek
(vzorky 19-23). Cistota DNA je viak ve vét§iné piipadd v optimalnim rozmezi,
pouze vzorek 52 mél velmi nizké hodnoty jak koncentrace DNA, tak Cistoty DNA,

divodem je pravdépodobné nespravny postup béhem izolace.
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5.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Jelikoz byly pouzity primery i teplotni profil dle publikovanych ¢lankt, nebyla

provadéna optimalizace PCR, pouze byl proveden pilotni screening pro ovéieni
funkénosti metody.

 M100 19
me——

_-':_w——'_‘hﬂw'

20 21 22

25

Obr. 5 Foto gelu - PCR produkt, 3% agardzovy gel vizualizovany EtBr

Sekvence ziskaneé izolaci DNA byly amplifikovany pomoci piimych a zpétnych
primert, ¢imz byly ziskany fragmenty o délce 416 bp. Na fotografii jsou vzorky
izolovane z chlupovych cibulek; pfestoze koncentrace DNA byla nizsi (viz tabulka
4), PCR reakce byla uspésna. Marker 100 byl pouzit pro ovéfeni velikosti fragmentu.

5.4 Polymorfismus délky restrikénich fragmenta (RFLP)

PCR produkty byly §t€peny enzymem Mbol pii teploté 37 °C podobu 12 hodin,

coz je dostate¢n¢ dlouha doba pro nastépeni vSech PCR produkta.

¢ TIT TIT

T GIG GIG TG T/G

Obr. 6 Foto gelu — RFLP, 3% agardzovy gel vizualizovany EtBr
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Z fotografie je patrné, ze restrikce byla uspéSnd a je mozné urCit genotypy
jednotlivych psii.

PCR produkt ma dvé $tépna mista pro dany enzym [|GATC]. Jedno z nich je
pfitomné u vSech genotypl, a nema spojitost s hledanou cilovou sekvenci, druhé
$tépné misto je pro hledanou mutaci c.-6-180T>G. U recesivniho homozygota (G/G)
se nachazi jen jedno $t€pné misto, proto je produkt St€pen na dva fragmenty — 103 a
313 bp, u heterozygota (T/G) jsou 3 Stépna mista, produkt byl proto Stépen na 4
fragmenty — 102, 122, 191 a 313 bp, a u dominantniho homozygota (T/T) jsou
2 $tépna mista, produkt byl §t€pen na 3 fragmenty — 103, 122 a 191 bp.

Pro lepsi odliseni mensich fragmentii (103 a 122 bp) byl pouzit marker 50 a cas
elektroforézy byl 45 minut.

Na fotografii jsou zobrazeny genotypy jedinci z jedné rodiny — vzorek ¢. 1 je
matka (T/G), vzorek ¢. 8 (T/G) otec vrhu. Jelikoz rodice nesou obé¢ alely, dle

predpokladu je mezi potomky zastoupeni vSech genotypti.
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5.5 Vypocet frekvence alel a genotypii

Celkem bylo testovano 82 jedinct, u 5 vzorki nebyla uspé$na izolace DNA.
Z poctu 77 vzorka bylo 39 dominantnich homozygott (T/T), 27 heterozygot
(T/G) a 11 recesivnich homozygotu (G/G), z toho Ize vypocitat frekvenci genotypt

a alel podle vzorct:

Tab. 6 Vzorece pro vypocet frekvence genotypi

Genotyp Frekvence absolutni Frekvence relativni
AA | D d=D/N

Aa | H h=H/N

Aa | R r=R/N
Celkem \ D+H+R=N d+h+r=1

Tab. 7 Vzorce pro vypocet frekvence alel

Alely Frekvence absolutni Frekvence relativni
A | P=2D+H p=d+% h

A | Q=2R+H q=r+% h
Celkem \ P+Q=2N p+g=1

Do téchto vzorci byly dosazeny pocty zjisténych genotyptu s nasledujicimi

vysledky:
Tab. 8 Frekvence genotypi
Genotyp Frekvence absolutni Frekvence relativni
AA | 39 0,51
Aa | 27 0,35
Aa | 11 0,14
Celkem \ 77 1

Tab. 9 Frekvence alel

Alely Frekvence absolutni Frekvence relativni
A | 105 0,68

A | 49 0,32
Celkem \ 154 p+g=1
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6 DISKUZE

Pro mutaci v genu MDR1 ¢.-6-180T>G byla napsana pilotni studie (Alves a kol.,
2011), ve které autofi testovali populaci border kolii, jez projevili rezistenci
k fenobarbitalu, vzorova populace tudiz neméla nahodny vybér a proto nebyla
pocitana frekvence vyskytu mutantni alely. Druhou praci zabyvajici se timto
tématem publikovali Mizukami a kol. (2013), ktefi testovali populaci 472 border
kolii. Jimi zjisténé vysledky uvadéji frekvenci mutantni alely 24,9 %, coz je
mnohonasobn¢ vyssi frekvence nez napt. u hojné testované delece, kdy frekvence
vyskytu u border kolii je celosvétoveé pod 1 %. Tyto vysledky by odpovidaly zjisténi,
ze 25-30 % border kolii je rezistentnich na 1é¢bu epilepsie (Charalambous a kol.,
2014). Lze tedy ptedpokladat souvislost mezi touto mutaci a $patnou ¢i nulovou
odezvou na zvolenou 1é¢bu, jelikoz zpravidla je primarnim ptipravkem piedepisovan
pravé fonobarbital. Nicméné jiz Alves a kol. (2011) uvadéji, ze rezistence na
fenobarbital se projevila 1 u 3 jedinct s genotypem T/T, ktefi by méli mit adekvatni
odezvu na podana lé¢iva. To miZe byt zplisobeno umisténim mutace v regulacni
oblasti genu, nebo kontrolou dal$i mutace, ktera prozatim nebyla identifikovéna.
Dalsi prace na toto téma prozatim nebyly publikovany, vysledky lze proto srovnavat
pouze s vyzkumeme provedenym v Japonsku (Mizukami a kol., 2013). Do budoucna
by bylo pfinosné zvétsit testovanou populaci a to pfedevsim o fenobarbital rezistentni
jedince, ptipadné jedince nereagujici na lé¢bu, coz by mélo vést k prohloubeni
znalosti o vztahu mezi danou mutaci a rezistenci na fenobarbital.

V CR funguje databaze epileptickych border kolii
(http://epilepsybc.weebly.com/), kde je v soucasné dobé evidovano 28 jedincu, ktefi
byli uspani, ptipadné zemfteli v epileptickém zé&chvatu, vétsina z nich pravé z divodu
neadekvatni odezvy na 1é¢bu, ktera mohla byt zptisobena touto mutaci.

Pro vznik této prace bylo testovano 82 jedincti plemene border kolie, u 77 z nich
byl zjistén genotyp (u 5 vzorki nebyla Uspé$na izolace DNA), celkem bylo
Vv populaci 39 dominantnich homozygoti (T/T), 27 heterozygoti (T/G)
a 11 recesivnich homozygott (G/G). Frekvence vyskytu mutantni alely byla 32 %
coz je srovnatelné se zjisténim Mizukami a kol. (2013). Pii testovani vétsi populace
1ze ptedpokladat odlisné vysledky.

A¢ se v poslednich n¢kolika letech zvySuje pocet psu postizenych epilepsii,

nebyl soucasti vzorové populace ani jeden jedinec s epilepsii, proto nelze
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jednozna¢né uréit vztah mezi genotypem a fenotypem popsany autory piotni studie.
Majitelé pted poskytnutim vzork pro testovani predavali dotaznik zdravotniho stavu
jedince (viz Ptiloha), ktery mél napomoci detailné¢jSimu popisu jedince, predevsim ve
vztahu K epilepsii ¢i citlivosti na 1é¢iva. Ani v tomto piipadé nebyl zafazen Zadny
jedinec s historickou anemnézou obsahujici takovou piihodu, coz je ale
pravdépodobné zpusobené nulovou frekvenci vyskytu delece v populaci border kolii
v CR. Studium rodokment jednotlivych pst zafezenych do studie neodhalilo Zadné
pifim¢ pokrevni vazby na psy z databéze epilepsie, i pifesto je mozné, ze se
v budoucnu vyskytnou u nékterych jedincu epileptické zachvaty a v takovém ptipadé
si budou majitelé pst s genotypem G/G dopiedu védomi rizika pouziti p¥ipravku
obsahujicich fenobarbital a mohou se takovému pouziti vyvarovat. Podobné bylo
doporuceno majitelim pst s genotypem T/G preferovat v takovém piipadé
medikamenty obsahujici jiné G¢inné slozky. Tato opatfeni by méla vyznamné uspisit
proces hledani vhodného medikamentu a optimalni davky, coz by mélo urychlit
proces potladeni projevli epilepsie na minimum a tim snizit riziko Gamrti psa
nasledkem zachvatu typu grand mal.

Obecné lze fici, ze zajem majitelti o testovani byl ponékud nizsi, a to predevs§im
z divodu nedostate¢ného povédomi o genetickém pozadi nemoci postihujicich
plemeno. Z divodu anonymity nemohou byt vysledky zvefejnény se jmény jedinct,
proto je v piiloze prace pfiloZzen alesponi seznam kompletnich vysledkt testované

populace.
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7 ZAVER

Na zékladé¢ odbornych c¢lankt byly sepsany informace o epilepsii u pst, P-
glykoproteinu a membranovych proteinech obecné, genu MDR1 a jeho vztahu
K rezistenci na 1é¢iva. Popsany byly jednotlivé mutace, které byly prozatim objeveny
v genu MDR1 u pst se zaméfenim na mutaci €.-6-180T>G zptlisobujici rezistenci na
fenobarbital.

Cilem prace bylo zjisténi genotypli u vzorové populace psi za vyuziti
molekularné genetickych metod — izolace DNA, PCR a RFLP. Celkem bylo
Vv populaci zjisténo 39 dominantnich homozygott, 27 heterozygotti a 11 recesivnich
homozygotl, vysledky vSak mohou byt zkresleny menSim souborem pst zatazenych
do analyzy. Zjisténa frekvence mutantni alely (32 %) je relativné¢ shodna
s informacemi z piedchozi studie pochazejici z Japonska (24,9 %), dalsi prace pro

srovnani frekvenci nebyly prozatim publikovéany ani v CR, ani v zahraniéi.
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9 SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1 Sada chromozomu psa

Obr. 2 Nejcastéji vyuzivana antiepileptika u pst, upraveno podle Charalambous
a kol., 2014

Obr. 3 Foto gelu - DNA izolovana z krve, 2% agar6zovy gel vizualizovany EtBr

Obr. 4 Foto gelu - DNA izolovana z chlupovych cibulek, 2% agarézovy gel
vizualizovany EtBr

Obr. 5 Foto gelu - PCR produkt, 3% agarézovy gel vizualizovany EtBr

Obr. 6 Foto gelu — RFLP, 3% agar6zovy gel vizualizovany EtBr
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11 SEZNAM ZKRATEK

AEP-Antiepileptika

BCCCZ- Border kolie klub Ceské republiky
bp-base pair, paru bazi

CEA-Collie Eye Anomally

CL-Ceroid Lopofuscinosis

CSF-Vysetieni mozkomisniho moku
CMKU-Cesko-moravska kynologicka unie
DKK-Dysplazie kycelniho kloubu

DLK-Dysplazie loketniho kloubu
DNA-Deoxyribonukleova kyselina

FCI-Fédération Cynologique Internationale
KCHMPP-Klub chovatelti méalopocetnych plemen psi
IE-Idiopaticka epilepsie

MDR1-Multi Drug Resisance 1

MRI-Magneticka rezonance

NCBI-Narodni centrum pro zivosisné biotechnologie
OCD-Osteochondréza

PCR-Polymerazova fetézova reakce

PK-Plemenné kniha

PRA-Progresivni retinalni atrofie
RFLP-Polymorfismus délky restrikénich fragmentt
TNS-Trapped Neutrophil Syndrom
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12 PRILOHY

Dotaznik zdravotniho stavu jedince poskytnutého k testovani

polymorfismu v genu MDR1 u plemene border kolie

Obecna cCast

Jméno a nazev chovatelské stanice:
Pohlavi:

Datum narozeni:

Majitel (jméno, pfijmeni, e-mail pro zaslani vysledkl):

Klinicka c¢ast

Byl u jedince v minulosti zaznamenan epilepticky zachvat? ANO - NE

Je u jedince diagnostikovana idiopaticka epilepsie? ANO - NE

Je v rodiné jedince znam vyskyt epilepsie? ANO - NE

Projevila se v minulosti u jedince nepfiméfena reakce po podani 1éc¢iv

(od¢erveni, antibioticka 1é¢ba, apod.)? ANO - NE

Byl u jedince proveden test na MDR1? ANO - NE
Pokud ano, s jakym vysledkem?

Poznamky:

Souhlas s pouzitim vysledkt v diplomové praci

Nize podepsany souhlasi s pouzitim vysledktl svého psa v diplomové praci

Aleny Tryznové na téma Detekce polymorfismu v genu MDR1 u border kolii.

50



Prehled vzorku:

Cislo DNA izolovdna z Pohlavi Genotyp
vzorku
1 Krev Fena T/T
2 Krev Fena T/G
3 Krev Fena T/T
4 Chlupy Fena T/G
5 Chlupy Pes T/T
6 Chlupy Fena T/T
7 Chlupy Pes T/T
8 Chlupy Fena G/G
9 Chlupy Fena G/G
10 Chlupy Fena T/G
11 Chlupy Pes T/T
12 Chlupy Pes Nelspésna izolace
13 Chlupy Pes T/G
14 Chlupy Fena T/G
15 Chlupy Fena T/G
16 Chlupy Fena T/G
17 chlupy Fena T/G
18 chlupy Fena T/T
19 chlupy Fena T/T
20 chlupy Fena T/T
21 chlupy Fena T/G
22 chlupy Fena T/T
23 chlupy Fena T/G
24 krev Pes T/T
25 krev Pes NeUspésna izolace
26 krev Pes T/T
27 krev Pes T/T
28 krev Fena T/T
29 krev Fena T/T
30 krev Fena T/T
31 krev Pes T/T
32 krev Pes T/G
33 krev Fena T/G
34 krev Fena T/T
35 krev Pes T/G
36 krev Fena T/G
37 krev Pes T/G
38 krev Fena NeUspésna izolace
39 krev Fena G/G

o1



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82

krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
Krev
Krev
Krev
Krev
Krev
Krev
Krev
Krev
Krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev
krev

Pes
Fena
Pes
Fena
Pes
Fena
Pes
Pes
Pes
Pes
Pes
Pes
Fena
Pes
Fena
Pes
Fena
Fena
Fena
Fena
Pes
Fena
Fena
Pes
Fena
Fena
Fena
Fena
Pes
pes
Pes
Fena
Fena
Fena
Fena
Pes
Fena
Fena
Fena
Fena
Fena
Pes
Fena
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G/G
G/G
T/G
T/T
T/G
T/T
Nelspésna izolace
T/G
T/T
T/T
T/T
T/T
G/G
T/G
T/G
T/G
G/G
G/G
T/G
T/G
T/G
T/G
T/T
G/G
T/T
G/G
T/T
G/G
T/G
T/T
T/T
T/G
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
NeUspésna izolace
T/T
T/T
T/T
T/T
T/T
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