JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH

ZEMEDELSKA FAKULTA
Studijni program: N4101 Zemédélské inzenyrstvi
Studijni obor: Agroekologie
Katedra: Genetiky a specialni produkce rostlinné
Vedouci katedry: prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
DIPLOMOVA PRACE

Testovani mutaci genti v asociaci k nékterym vyznamnym

dédiénym onemocnénim u border kolie

Vedouci diplomové prace: prof. Ing. Vladislav Curn, Ph.D.
Konzultanti diplomové prace: Ing. et Ing. Bozena Hosnedlova, Ph.D.
Ing. Katefina Vernerova

Autor diplomové prace: Bc. Lenka Krejcova

Ceské Budgjovice, 2018



JIHOCESKA UNIVERZITA V CESKYCH BUDEJOVICICH
Fakulta zemédslska
Akademicky rok: 2015/2016

ZADANI DIPLOMOVE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Be. Lenka KREJCOVA
Osobni ¢islo: Z15298

Studijnf program:  N4101 Zemé&d#lské inFengrstvi
Studijni obor: Agroekologie - Péte o krajinu

Nazev tématuy: WWMVWkMVﬁW
dédiEnym onemocnénim u border kolie

Zaddvajici katedra: Katedra specidln produkce rostlinné

Zisady pro vypracovandi:

Mutace v genu MDR! (multidrug resistence gene) jo u pst asociovioa s plecitlivilosti na
urtité druby Jékd. Mutace zpisobuje nachylnost 2vitete k potencidlng smrtelné neurotoxicité.
Syndrom uvéznéngch neutrofilii (TNS: Trapped Neutrophil Syndrome) jo zplisoben deloci étyf
pérd bézi GTTT v exonu 19 geny W’Sl.’B,kw‘miunldedckphdéméMlmim\p

metabolickd porucha, charakterizovani zejména neutropenii, saffenim hladiny kobalaminu v
krevnim séru a neregenerativni anémif. U border kolii je zpsobena mutaci v genu CUBN
(cubilin), kterd vede k malabsorpei kobalaminu stfevni sliznic.

Cﬂmdipbmwém‘wkwmﬁ%ﬂp@hdmaﬂmifddmndﬂm&yom
nych geneticky podminénych chorobach a analyzovat genotypy u souboru vzorkil odebranych
od jedinci plemene border kolie. DNA bude izolovina ze stérd z bukdln{ sliznice. Analyza mu-
tace gendi bude provadéna metodou PCR-RFLP. V literérni redersi shriite dosavadn! pognatky



Rozsah grafickych praci: 5 - 10 stran

Rozsah pracovni zpravy: 40 - 50 stran
Forma zpracovani diplomové préce:  tiSténa

Fyfe J.C., Hemker S.L., Venta P.J., Stebbing B., and Giger U., 2014. Selective
Intestinal Cobalamin Malabsorption with Proteinuria (Imerslund-Grisbeck
Syndrome) in Juvenile Beagles. J. Vet. Intern. Med. 28, 356-362.

Geyer J., Daring B., Godoy J.R., Moritz A., Petzinger E., 2005, Development of
a PCR-based diagnostic test detecting a nt230(deld) MDRI1 mutation in dogs:
verification in a moxidectin-sensitive Australian Shepherd. J. \ot. Pharmacol.
Therap. 28, 95-99.

Mizukami K., Shoubudani T., Nishimoto S., Kawamura R., Yabuki A., and
Yamato O., 2012. Trapped Neutrophil Syndrome in a Border Collie Dog:
Clinical, Clinico-Pathologic, and Molecular Findings. J. Vet. Med. Sci. 74(6):
797-800.

Vedoue! diplomové prace: prof. Ing. Viadislav Curn, Ph.D.
Katedra specidlni produkee rostlinné

Datum zadéei diplomové price: 20. éervoa 2016
Termin odevedén( diplomové préce:  30. dubna 2017

v L, mmgme

prof. Ing. Mileslav Soch, CSc., ér b ¢ e S peet. Ing. Viadistay Care, PRD.
dékan vedouct katedry

V Ceskych Budéjovicich due 20. fervna 2016



Prohlasuji, Ze v souladu s § 47b zakona €. 111/1998 Sb. v platném znéni souhlasim se
zvetejnénim své diplomové prace, a to v nezkracené podob¢ elektronickou cestou ve
vetejn¢ piistupné c¢asti databaze STAG provozované Jihoceskou univerzitou
v Ceskych Budgjovicich na jejich internetovych strankach, a to se zachovanim mého
autorského prava k odevzdanému textu této kvalifikacni prace. Souhlasim déle s tim,
aby toutéz elektronickou cestou byly v souladu s uvedenym ustanovenim zakona
¢. 111/1998 Sb. zvetejnény posudky Skolitele a oponenti prace 1 zdznam o prubchu a
vysledku obhajoby kvalifikacni prace. Rovnéz souhlasim s porovnanim textu mé
kvalifika¢ni prace s databazi kvalifika¢nich praci Theses.cz provozovanou Narodnim

registrem vysokoskolskych kvalifika¢nich praci a syst¢émem na odhalovani plagiati.

Datum: Podpis studenta:



Podékovani

Rada bych pod&kovala prof. Ing. Vladislavu Curnovi, Ph.D., Ing. Katefiné Vernerové
a Ing. et Ing. BoZené Hosnedlové, Ph.D. za odborné vedeni prace, cenné rady, vécné
pfipominky a vsticnost pii konzultacich, Ivané Curnové za pomoc v praktické ¢asti a

v§em chovateltim za poskytnuti materialu pro mou diplomovou praci.



Abstrakt

Diplomova prace shrnuje poznatky o vyznamnych geneticky podminénych chorobach
vyskytujicich se u border kolii. Je zde popsano celkem 14 chorob, n¢které s doposud
neznamou lokaci kauzalni mutace. Primarnim zaméfenim této prace byla
0.4411956_4411960delGTTT mutace genu VPS13B zpusobujici syndrom uvéznénych
neutrofild (TNS), mutace AF045016.1: ¢.227 230delATAG genu MDR1 spojend s
mnohocetnou 1ékovou rezistenci (MDR1) a mutace ¢.8392delC genu CUBN ktera
zapricinuje stievni malabsorbci kobalaminu neboli Imerslund-Grasbeckuv syndrom
(IGS). Byl proveden rozbor genotypt u 89 border kolii s prikazem ptivodu. DNA byla
ziskana stéry bukalni sliznice, izolace byla provedena z nativniho materidlu
Chelexem-100. Analyza probihala optimalizovanou metodou PCR-RFLP za pouziti
restrikénich enzyma Mbol (MDR1) a Msl | (IGS). Ve sledovaném vzorku byli zjisténi
Ctyfi prenaseci g.4411956 4411960delGTTT mutace zapticinujici TNS. Pro MDRI1 a

IGS byly detekovani pouze nepostizeni jedinci.

Kli¢ova slova

Geneticky podminéné choroby psli; syndrom uvéznénych neutrofili; mnohocetna
1ékova rezistence; stfevni malabsorbce kobalaminu; Imerslund-Grasbeckiv syndrom,;

border kolie



Abstract

This diploma thesis summarizes knowledge of significant genetically contitioned
deseases occurring in border collies. There is described a total of 14 diseases, some
with the location of causal mutation not yet known. Primary focus of this thesis is
0.4411956_4411960delGTTT mutation of gene VPS13B causing Trapped Neuthrophil
Syndrome (TNS), MDR1 gene’s mutation AF045016.1:c.227_230delATAG
associated with multidrug resistance (MDR1) and CUBN gene’s mutation ¢.8392delC
which causes intestinal malabsorption of cobalamin by another name Imerslund-
Grasbeck syndrome (IGS). A genotype analysis of 89 border collies with a proof of
origin was performed. The DNA was extracted from buccal mucosal swabs, the
isolation of DNA was performed by Chelex-100 from the native material. The analysis
was proceeded by optimized PCR-RFLP method using restrictive Mbol (MDR1) and
Msl | (IGS) enzymes. There were detected 4 9.4411956_4411960delGTTT mutation
vectors causing TNS. As for the MDR1 and IGS there wasn’t detected any affected

case.

Key words

Genetically condition diseases of dogs; trapped neuthrophil syndrome;
multidrug resistance; intestinal malabsorption of cobalamin; Imerslund—Grésbeck

syndrome; border collie
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1. Uvod

Vyzkum problematiky geneticky podminénych chorob u psii je vyznamny v mnoha
ohledech. Chov psii se stava celosvétovym trendem, a proto je dulezité klast velky
diraz nejen na exteriér, ale pfedev§im na povahové vlastnosti a zdravotni stav
chovnych jedinci. Mnoho geneticky podminénych onemocnéni vzniklo pravé v
disledku uptednostiiovani vzhledu psa pied jeho zdravim. Casto se tak setkdvame s
mutacemi, jejichz nositelé maji jednoho spole¢ného piedka, ktery byl v chovu casto
vyuzivan diky exteriérovym kvalitdm. Od jednoho jedince se tak dany defekt rozsifil
do chovii po celém svété. Sifeni dédiénych onemocnéni je také tizce spjato s
popularitou plemene. V této problematice maji velky vliv chovatelské kluby, které
prostiednictvim bonitacniho fadu a dalSich nafizeni mohou G¢inné eliminovat Sifeni

dédicnych onemocnéni v populaci.

Technologie moderni genetiky ndm pomahaji determinovat genetické zaloZeni téchto
nemoci a tim i umoznuji jejich pfesnou diagnostiku. Pravé vcasna diagnostika je
klicova pro zajisténi kvalitniho chovného zakladu plemene. Diky genetickym
analyzdm muzeme s jistotou ovéfit kvalitu jednotlivych jedinct a jejich ptipadny
chovny potencial. Velmi podstatnym divodem pro dalsi vyzkum dédi¢nych
onemocnéni u zvifat obecné je také mozZnost jejich vyuziti jako modelovych

onemocnéni pii 1€cbé obdobnych lidskych chorob.

Ackoli jsou border kolie povazovany za pomérné zdravé plemeno, jen v této praci je
popsano ¢trnact dédi¢né podminénych chorob, pro které ma toto plemeno predispozici.
Podrobnégji jsou zde analyzovany tii z nich: syndrom uvéznénych neutrofili,
mnohocetna 1ékova rezistence a Imerslund-Grasbeckiv syndrom. Pomoci
polymerdzové tetézové reakce a restrikéni analyzy byly vyhodnoceny genotypy

pfislusnych genl u témét stovky zastupcti plemene.
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2. Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo zpracovat literarni prehled sumarizujici dosavadni
poznatky o geneticky podminénych chorobach a analyzovat genotypy u souboru
vzorkl od jedinct plemene border kolie. Po izolaci DNA ziskané stéry bukalni byla
provedena analyza metodou PCR-RFLP. Byly vyhodnoceny jednotlivé genotypy
prislusnych gent a provedena analyza genetické struktury populace. Prakticka ¢ast
byla zaméfena na syndrom uvéznénych neutrofilii, mnohocéetnou Iékovou rezistenci a

Imerslund-Grésbecktv syndrom.
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3. Border kolie

Border kolie (BOC) je jedno z nejoblibenéjsich psich plemen soucasnosti. Jeho vznik
je datovan do 15. a 16. stoleti a je tedy spjat s pocatkem chovu ovci v Anglii
(Morris 2004). Border kolie je vysledkem snachy chovateli vyslechtit odolného,
inteligentniho, rychlého, obratného a pfedevsim dobie ovladatelného psa. BOC se
proslavila diky soutézim ov€ackych psi (poprvé vroce 1873), kde diky svym
specifickym vlastnostem dodnes vy€niva nad ostatni ov€acka plemena. Roku 1906
byla zalozena spole¢nost ISDS (Internacional sheep dog society), ve které jsou
evidovani jedinci plemene, ktefi prokazali mimotadné pracovni schopnosti, na kterych
je chov zaloZen. Mimotfadnymi pracovnimi vlastnostmi BOC je myslen specificky
pliZivy pohyb s nizko nesenou, dopiedu vystréenou hlavou (obr. 1) a oko fixujici
hnané zvife (Morris 2004; BCCCZ 2018). V novodobé historii plemene existuje
nékolik odlisnych linii, ze kterych postupné€ vznikla dnesni border kolie, ktera ma byt,
stejné jako jeji pfedci, vytrvalym, vyborné ovladatelnym psem s vysokou inteligenci a
bez znamek agrese €i nervozity. Stejné jako ISDS 1 FCI (Fédération Cynologique
Internationale), kterou bylo plemeno uzndno roku 1988, Ipi i chovnych jedinct
predevs§im na pracovnich vlohdch, povaze, mechanice pohybu a psychickych
vlastnostech. Exteriérové vlastnosti nejsou piisn¢ hodnoceny, a proto se miizeme u
BOC setkat s riiznymi variantami vzhledy v zavislosti na linii (obr 2; 3) Standard

povoluje rozdily v mohutnosti, kohoutkové vySce, neseni usi, typu a barve srsti aj.
(BCCCZ 2018).

Obr. 1: Plizivy pohyb s nizko nesenou hlavou typicky pro plemeno (Michiyo-Fir 2011).
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Diky své inteligenci a ovladatelnosti se z BOC stalo asi nejrozsifenéjsi psi plemeno,
které je vyuzivano ve v&tSin€ psich sporti. Dikazem vysoké inteligence plemene je
test, kterému byla podrobena BOC Chaser. Ta se béhem tfi let naucila rozeznéavat
1022 objektii (pouze podle vysloveni podstatného jména véci), dané predméty

kategorizovat a také odliSovat nové objekty mezi pfedméty pro psa jiz pojmenovanymi
(Pilley a Reid 2011).

E.B. Carpenter’s Jon

Obr. 2: Typ Herdman’s Tommy (Autor neznamy 2016)

”r't : v .2
B . "

Gail, grand-daughter of T. McKnight's Gacl

Obr. 3: Typ Nap (Autor neznamy 2016).
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4. Chov border kolie v CR

Prvni BOC zapsané v PK CMKU (plemenna kniha &eskomoravské kynologické
unie) byly dovezeny roky 1993 z Anglie. Byl to pes Caristan Jaguar (nar. 30. 7. 1992,
¢. zapisu v PK - CMKU/BOC/2/93/92/94) a fena Mobella Jackie (nar. 8. 4. 1992, ¢.
zapisu v PK - CMKU/BOC/1/92/93/92/94). Po téchto dvou jedincich se v chovatelské
stanici Bohemia Alké narodil prvni registrovany vrh. Protoze byl ¢esky chov postaven
pouze na 7 importovanych psech a jejich vzijemnych potomcich, roku 1997 se
uskutecnilo prvni zahrani¢ni kryti. Po zalozeni BCCCZ v roce 1999 byly stanovené
nové chovné podminky, které zahrnovaly kromé vysledkd vystav (pes 3x znamka
Vyborné, fena 2x znamka Vyborng) také povinné veterinarni vySetfeni DKK, CEA,
PRA a absolvovani bonitace. Povinnost vystav pro uchovnéni byla pozdéji zruSena
(BCCCZ 2018). Z hlediska zdravotni stranky musi kazdy chovny jedinec spliiovat tato

kritéria:

e rentgenového vySetfeni kycelnich kloubii na DKK vyhodnocené od klubem
uréeného veterindie (aktudlné MVDr. Jaromir Ekr a OFA), potizeného u psa
nebo feny ve véku minimalné 12 mésict

e RTG vysetieni loketnich kloubti na dysplazii (DLK) vyhodnocené od klubem
uréené¢ho veterinafe (aktuadlné MVDr. Jaromir Ekr a OFA), potizené ve véku
minimalné 12 meésic - povinnost tohoto vySetfeni plati pro jedince
rentgenované od 29. 9. 2013 vcetné

e RTG vysetfeni ramennich kloubli na osteochondritis dissecans vyhodnocené
od klubem ur¢eného veterinare (aktudlné MVDr. Jaromir Ekr a OFA), potizené
ve véku minimalné 12 mésicl - povinnost tohoto vysetieni plati pro jedince
rentgenované od 29. 9. 2013 vcetné

e kontrola o¢niho pozadi na PRA a CEA, uskutecnénd ve v€ku minimaln¢ 12
meésicl, U psa ne starsi nez dva roky, u feny ne starsi neZ tfi roky

e negativni vysledek vySetfeni oci na dédicné choroby a vady (vySetfeni musi
byt aktualizovano az do véku sedmi let tak, aby v okamziku planovaného
spojeni nebylo starS$i u chovného psa vice nez dva roky a u feny tfi roky; od
dozitého sedmého roku veku zvifete az do ukonceni chovnosti nesmi byt
vySetieni, shodné pro ob¢ pohlavi, starsi tii let; pro stanoveni data je urcujici

den vykonané kontroly, nikoli datum vystaveni potvrzeni o vysledku)
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nebudou spojeni jedinci, mezi jejichz potomky se vyskytla stejnd dédicna
choroba nebo vada

nebude opakovano spojeni dvou jedincl, u jejichz potomkl se vyskytla
dédicna choroba nebo vada

nebudou spojeni dva jedinci zbarveni merle

pfi kryti musi mit alesponi jeden z rodicti vysledek vySetfeni DNA CEA normal,
nebude-li tato podminka splnéna, kryci list pozbyva platnost a chovatel se
vystavuje riziku nevystaveni prikazt ptivodu pro vrh z takového spojeni

pfi kryti musi mit alespoii jeden z rodict vysledek vySetfeni DNA TNS normal,
nebude-li tato podminka splnéna, kryci list pozbyva platnost a chovatel se
vystavuje riziku nevystaveni pritkazu ptivodu pro vrh z takového spojeni (toto
ustanoveni plati od 1.1.2012)

vysledky vySetteni DNA CEA a DNA TNS se uznavaji pouze z krve psa
odebrané veterinafem, ktery zaroveil potvrdi totoznost psa ovéfenim ¢ipu nebo
tetovani (vysledky ze slin nebudou uznany, a to i kdyz budou odebrany
veterinarem)

vysledek vySetieni DNA CEA a DNA TNS je pozadovéan z certifikované
laboratofte, a to jiz pii zadosti o kryci list (staci kopie certifikatu)

vysledek vysetieni DNA CEA nebo DNA TNS z certifikované laboratofe
nemusi mit pes nebo fena, pokud oba jeho rodice nebo piedci maji vysledek
vySetieni DNA normal nebo DNA normal po rodi¢ich a maji to potvrzeno
certifikdtem nebo zapisem v Prikazu pivodu Plemennou knihou (takovyto
jedinec je pak DNA CEA normal po rodi¢ich nebo DNA TNS normal po
rodi¢ich. Ve vyjimeénych ptipadech - a to pouze, pokud je u predkt zapis v
oficidlnich databézich - mlze potvrzeni pro Plemennou knihu napsat Poradce

chovu) (BCCCZ 2018).
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5. Psi genom

Pes domaci (Canis familiaris) je pomérné nedavno vznikly druh z ¢eledi Canidae.
Diverzifikoval se nejprve od nadceledi Canoidae, zahrnujici medvédy, skunky,
myvaly, lasice, ale také tulen€, lachtany ¢i mroze. Z této piibuznosti muizeme
predpokladat, ze psi budou s témito taxony sdilet vice molekularnich podobnosti nez

Selmy koc¢kovité, promykovité nebo hyenovité (Ostrander a Wayne 2016).

Studie provedené v nedavném obdobi naznacuji, Ze existujici psovité Selmy by mohly
s touto nadceledi sdilet retrotranspozony (konkrétné SINE elementy) a také rychle se
vyvijejici geny pro c¢ichové receptory, reprodukéni proteiny ¢i geny spojované
s imunitou (Kirkness et al. 2003). I kdyz ma Canis familiaris chromozomalni
komplement v rozmezi od 36 do 78 chromozom{, v§echny mohou byt rekonstruovany
pomoci jednoduchého chromozomalniho pfesmyku z rodového karyotypu. V ramci
psovitych Selem byly urceny tifi zakladni fylogenetické skupiny. Prvni skupina
zahrnuje rody Vulpes (liska Sedoruda, liSka horska, liSka chama, liSka kana, liSka
obecna, liska pisecnd, liska poustni, liska Sedohnéda a liska velkouchd) vcetné, jiz
V taxonomii nepouzivanych, rodi Alopex (liska polarni, liska korsak) a Fennecus
(fenek berbersky). Do druhé skupiny fadime rody Canis ($akal pruhovany, Sakal
obecny a jeho poddruhy, Sakal ¢abrakovy, kojot, vlk obecny a jeho poddruhy, vlk
rudohnédy, vicek etiopsky, pravlk, pes Dingo), Lycaon (pes hyenovity) a Cuon
(dhoul). Rody zastupujici skupinu tfeti jsou Lycalopex (pes horsky, pes Darwintv, pes
argentinsky, pes pampovy, pes poustni, pes Sedy), Cerdocyon (maikong), Alelocynus
(pes kratkouchy), Atocyon (pes usaty), Chrysocion (pes htivnaty) a rod Spoetos (pes
pralesni). Kromé téchto tfi skupin existuji jesté rody Nyctereutes (psik myvalovity) a
Urocyon (liska Seda, liska ostrovni), u kterych neni jasny fylogeneticky ptivod a nelze
je jednoznaéné zatadit do jedné ze tfi fylogenetickych skupin psovitych Selem

(Ostrander a Wayne 2016).

Rozsahlé genetické analyzy psovitych Selem ukazuji, ze Canis familliaris byl odvozen
pouze z vlki, coz popira teorii Charlese Darwina ¢i Konrada Lorenze, ktefi tvrdili, Ze
psi sdileji predky nejen s vIKy, ale i s jinymi psovitymi Selmami, jako napiiklad
s kojoty nebo Sakali (Savolainen et al. 2002; (Ostrander a Wayne 2016). Fenotypova
rozmanitost Canis familliaris tedy neni zptsobena velkym mnozstvim ptedkd, ale

Vv prvni fade stoji na mutacich vI¢i genetické informace, ke kterym doslo béhem kratké
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historie psi domestikace (fadové se jedna o 105 mutaci na genu za generaci). Pro
ziskani téchto informaci byla klicova analyza mtDNA (mitochondrialni DNA) jelikoz
matef'sky mitochondrialni genom je dédi¢ny (Ostrander a Wayne 2016). Diky této
analyze bylo prokazano, ze k fylogenetickému odliseni psa a vlka doslo asi pted 40-
135 tisici lety, coz, coz se velmi odlisuje od dosavadniho odhadu 15 000 let, ktery byl
podlozen nejstar§imi archeologickymi nalezy. Vyvoj psa tedy zfejmé& probihal uz

v dobg, kdy nebyl s vlky fenotypové odlisny (Wayne et al. 2006).

Vznik obrovského mnozstvi psich plemen v poslednich dvou stoletich je nejspis
jednim z nejvétsich genetickych experimentt lidstva. Prikladem muze byt rozmanitost
velikosti kostry, kterd je u psa domaciho vétsi nez u celé Celedi psovitych. Konkrétni
genetické mechanismy této variability vSak zatim nejsou znamy. VétSina plemen psii
ma spolecné predky, coz dokazuje shlukova analyza 69 plemen, ktera byla rozdélena
do pouhych ¢tyf klastri (K), dle jejich nedavného spoleéného vyvoje (obr. 4)
(Ostrander a Wayne 2016).
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Obr. 4: Rozdéleni 69 plemen do 4 skupin na zakladé molekularni analyzy a analyzy

genetické struktury (Ostrander a Wayne 2016).

Dnes je na svété kolem 350 riznych plemen psii. Pfitom je vSak vznik a vyvoj mnoha
zZ nich postaven pouze na nékolika konkrétnich jedincich, kteti byli do chovu vybrani
jako nejlepsi zastupci daného plemene. Tyto Slechtitelské postupy z velké ¢asti snizuji
efektivni velikost populace a zaroven zvysSuji geneticky drift, vedouci ke ztraté

genetické rozmanitosti v rdmcei jednotlivych plemen a divergenci frekvence alel
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(Sutter a Ostrander 2004). Parker et al. (2017) uvadi, Ze ac¢koli maji lidé a psi celkovou
nukleotidovou diverzitu na podobné Grovni, stupeil genetické homogenity je v ramci

jednotlivych plemen pst vétsi, nez u lidské populace (Ostrander a Wayne 2016).

Ackoli je psi vazebna nerovnovaha (LD) piiblizné¢ 20 - 50krat Sir$i nez lidské
(0,028 Mb), je mozné psi genom vyuzit pti mapovani spoleénych a komplexnich
onemocnéni, jako je epilepsie, autoimunitni onemocnéni, hluchota a dalsi. Je ovSem
dalezité¢ vybrat vhodné plemeno, jelikoz bylo prokazano, ze psi genom ma vysoké
urovné LD liSici se v zavislosti na plemeni (napf. zlaty retrivr 0,48 Mb, labradorsky

retrivr 0,9 Mb, bernsky salasnicky pes 2,2 Mb; obr. 5) (Ostrander a Wayne 2016).
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Obr. 5: Urovné LD u vybranych plemen psii (Mb) v porovnani s lidskou LD (kb)
(Ostrander a Wayne 2016).
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6. Vyznamna dédi¢na onemocnéni u border kolie

6.1 Syndrom uvéznénych neutrofili

TNS (trapped neutrophil syndrome) byl poprvé popsan v Australii v 90. letech
20. stoleti, vtéze zemi vlivem inbreedingu onemocnéni také vzniklo
(Mizukami et al. 2012). Tato primarni imunodeficience zptsobuje, Ze u postizenych
pst nedochazi k uvolilovani neutrofili do krve a nemohou se tak podilet na likvidaci
bakterialnich infekci a diky exkreci cytokininti aktivovat ostatni slozky imunitniho
systému (Mason et al. 2014; Day 2011). Tim dojde k jeho pomalému selhavani, které
se zacne projevovat u Sténat ve véku jiz dvou tydnl. Prvotnimi pfiznaky jsou
nechutenstvi, apatie, Spatna pohyblivost. Dalsi pribéh zavisi na druhu infekce, ktera
daného jedince postihne. Spolehlivé uréeni tohoto syndromu je mozné pouze pomoci

laboratorni diagnostiky (Mason et al. 2014).

TNS je autozomalné recesivni neutropenie zptisobena kauzativni mutaci genu VPS13B
vexonu 19. Tako ctyiparova delece (g.4411950 4411953delGTTT) zplsobuje
chybné kdédovani transmembranového proteinu (Gans 2015; obr. 6).
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Obr. 6: Sekvence aminokyselin pro VPS13B. Znazornéni posloupnosti bazi u zdravého

jedince (A), prenasece (B) a psa postiZzeného TNS (C) (Mizukami 2012).
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Frekvence mutované alely byla v populaci BOC stanovena na primérnych 0,064 a
v chovu je tedy v soucasnosti velké mnozstvi pfenasec¢t (Shearman a Wilton 2011).
Vsichni pienaseci maji spolecného jednoho piedka pochazejiciho pravé z Australie,
ktery byl diky kvalitnimu exteriéru Casto vyuzivan v chovu. Nejvétsi procentudlni
zastoupeni prenase¢t TNS v chovech ma USA (16,5 %), Austrdlie (15,4 %),
Finsko (13,0 %) a Némecko (12,9 %) (Mizukami etal. 2012). Stéfiata s timto
syndromem ve vét§in€ piipadii zemifou nebo jsou utracena ve staii pfiblizné 4 mésice.
Doposud bylo zaznamenano pouze nékolik ptipadl, kdy se postizeni jedinci dozili
diky imunomodulacni terapii vyssiho véku (maximalné 6 let) (Wouda et al. 2010).
Syndrom uvéznénych netrofili byl opakované¢ vyuzit jako modelové onemocnéni pro

Cohentliv syndrom (Shearman a Wilton 2011).

6.2 Imerslund-Grasbeckiiv syndrom

Imerslund-Gréasbeck syndrom (IGS), nazyvany také jako stfevni malabsorpce
kobalaminu (Cbl), je autosomalné recesivni onemocnéni popsané kromé zvirat také u
lidi (Owczarek-Lipska et al. 2013). Jedna se o metabolickou poruchu projevujici se
neutropenii, neregenerativni anémii a snizenim sérového Cbl. DalSimi ptiznaky jsou
chronické  nechutenstvi, methylmalonovd acidurie, homocysteinémie a
megaloblastické zmény kostni diené. Dané projevy mohou byt zpiisobeny mutaci genu
CUBN nebo AMN (Fyfe et al. 2014). Proteiny amnionless (AMN) a cubilin (CUBN)
dohromady tvofi transmembranovy proteinovy komplex, tzv. cubam. Jde o receptor
nezbytny pro vyuziti Cbl z lumen stiev (Drogemiiller et al. 2014). Mutace genu CUBN
postihuje BOC a bigla, u australského ov¢aka a velkého knirace byly zjiStény dvé
rizné mutace genu AMN (He et al. 2003). U plemene shar pei prozatim nebyl uréen

kauzalni gen podléhajici mutaci (Bishop et al. 2012).

Cbl neboli vitamin B12, je ve vod¢ rozpustna latka, nezbytna pro prenos methylovych
zbytkd pii syntéze thyminu a tudiZ i pro syntézu DNA. Ugastni se krvetvorby, ¢innosti
nervového systému a také metabolismu homocysteinu a methioninu (Lutz et al. 2013).
Vys$si organismy Cbl pfijimaji v potravé, nebo diky syntéze symbiotickych
mikroorganismu. Resorpce Cbl z potravy a jeho transport k cilovym burikam je slozity
proces, pro ktery existuje vice dédi¢nych poruch. U zdravych pst se Cbl z potravy

vaze na glykoprotein, tvofeny sliznici Zaludku a epitelem vyvodu pankreatu. Komplex
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vnitiniho faktoru a Cbl je absorbovan prostfednictvim receptord enterocytl
Vv distdlnim jejunu a ileu. Absence téchto receptori tedy zplsobuje piiznaky
malabsorpce kobalaminu (Owczarek-Lipska et al. 2013).

Jako hlavni pfi¢inou IGS u BOC byla identifikovana mutace ¢.8392delC genu CUBN.
Tato delece vytvofi prfedCasny stop kodon (p.Q2798Rfs * 3) a predpoklada se, ze vede

ke kompletni ztrat¢ funkce alely (obr. 7) (Owczarek-Lipska et al. 2013;

Fyfe et al. 2013). Ve skupiné evropskych kolii ¢ini prevalence mutace genu CUBN
6 % (Owczarek-Lipska et al. 2013).

Prvni projevy klinickych ptiznakii IGS se zac¢inaji objevovat kolem 6 az 12 tydnti véku,
do té doby maji psi rezervu Cbl v jatrech. Ackoli maji postizeni jedinci normalni
funkci ledvin, moc¢i jsou vylucovany proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti

(Owczarek-Lipska et al. 2013).
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Obr. 7.: Elektroferogram zdravého psa, pirenasece a psa postiZzeného mutaci genu CUBN.

Zménéné kodony jsou znazornény Cervené, vysledkem delece je piedc¢asny stop kodon

(p-Q2798Rfs * 3) (Owczarek-Lipska et al. 2013).
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6.3 Mnohocetna lékova rezistence

Mutace genu MDR1 (multidrug resistence gene) je spojovana s vicenasobnou citlivosti
pst na n¢kolik konkrétnich latek v bézn¢€ uzivanych 1é¢ivech (Baars et al. 2007).
Prozatim byla tato mutace detekovdna u vice jak 10 plemen pst, vcetné jejich
kiizenci. Kazdé z plemen ma odlisSnou frekvenci mutované alely. S vyjimkou
dlouhosrstého whipeta se tato mutace vyskytuje vyhradné u ovéackych plemen psu,
s nejvetsi frekvenci u kolie (59 %), Seltie (30 %) a miniaturniho australského ov¢aka
(24 %) (Gramer et al. 2010).! I piesto, Ze u border kolie je frekvence mutované alely
pouze 1%, jedna se o chovateli stale Castéji testovanou mutaci. Test MDR1 neni nutny
K uchovnéni psa (Gramer et al. 2010; BCCCZ 2018). Mutace byla poprvé rozpoznana
u kolii v roce 1980 a to v souvislosti s precitlivélosti psti na ivermectin (Mealey et al.
2005).

MDR1 je kodujicim genem pro P-glykoprotein (Pgp). Pti vyzkumu, zabyvajicim se
timto genem, byla u afektovanych pst zjisténa ve 4. exonu homozygotni delece ¢ty
paru bazi (obr. 8), oznafena jako mdr1-1D, ABCB1-1D, nebo MDR1 nt230 (del4).
Pokud k této mutaci dojde, pfed¢asny stop-kodon ukonci syntézu Pgp jiz v piiblizné
10 % sekvenci aminokyselin zdravé alely a protein tak ztrdci svou funkci.

(Gramer et al. 2010).

Pgp mé4 vyznamny dopad na distribuci léCiv, chrani tkan& ptfed hromadénim
cizorodych latek a také odpovida za zpétnou odpovéd’ organismu na dany 1ék. Tento
protein je exprimovan v mnoha tkanich s vylu€ovaci nebo sekre¢ni funkei (jatra,
ledviny, stteva), kde omezuje absorpci 1éCiva a podporuje jeho vylu¢ovani do zluci a
moci (obr. 9). Vysoky podil Pgp je také v hematoencefalické bariéte, kde omezuje

vstup 1éku do centralni nervové soustavy (Gramer et al. 2010; Edwards 2008).

! Frekvence mutované alely u ostatnich plemen: dlouhosrsty whipet — 45 %,
australsky ov¢éak — 22 %, waller — 17 %, bily Svycarsky ovéak — 14 %, bobtail — 4 %.
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Obr. 8: Detekce delece genu MDRI. Kolie 2 - heterozygot s jednou mutovanou alelou,
kolie 1 — homozygot se dvéma zdravimi alelami a australsky ov¢ak — homozygot se dvéma

mutovanymi alelami (Geyer et al. 2005).
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Obr. 9: ZjednoduSené schéma funkce Pgp. Molekula Pgp pieklenuje bunécénou
membranu, takze je v kontaktu také s vnitini a vnéjsi stranou buiiky. Centralni ¢ast
molekuly tvofi kanal, jehoZ prostiednictvim jsou toxické chemické latky Cerpany zpét

do okolniho prosti‘edi. Pumpovani umoziiuje ATP (Edwards 2008).
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Rizikové latky, na které mohou postizeni jedinci Spatné reagovat, mohou obsahovat
antibiotika, antiparazitika, protirakovinné Iéky, antiepileptika ¢i analgetika.
Z konkrétnich latek je to napiiklad ivermectin, butorphanol, moxidecin nebo
selamectin, které jsou pfi 1éCbe pst bézné vyuzivany. Celkovy pocet téchto rizikovych
latek zatim nebyl urcen. Diagnostika se provadi pomoci testi DNA, kterd mtize byt
ziskana z krve nebo stérem slin z bukalni sliznice psa.

(Gramer et al. 2010; Geyer et al. 2005). Cesky chovatelsky klub border kolii uznava

pouze test DNA ziskané z krve a zhotoveny renomovanou laboratoii (BCCCZ 2018).

6.4 Degenerativni myelopatie

Degenerativni myelopatie (DM; degenerative myelopathy) je progresivni
neurogenerativni onemocnéni, které se vyskytuje u vice jak stovky psich plemen
(némecky ovcdak, bernsky salasnicky pes, boxer aj.), se stejnou frekvenci u obou
pohlavi (Zeng et al. 2014). Prvotni klinické pfiznaky se u postizenych pst objevuji
nejdiive v osmém roku véku a zahrnuji postupné nebolestivé slabnuti panevnich
koncetin a problémy s chiizi a koordinaci pohybu (Kohyama et al. 2017; Shelton et al.
2012). Béhem tii az péti let piejdou primarni piiznaky v ataxii a atrofii svalstva, po
které nasleduje Gplné ochrnuti zadnich koncetin. Klicovym znakem degenerativni
myelopatie je paraspinalni hyperestézie, vedouci k duSnosti a paraplegii

(Kohyama et al. 2017; Wiley 2011).

Pti¢inou DM je ve vétsing piipadi mutace genu superoxidismutaze 1 (SOD1). Byly
identifikovany dvé asociované mutace: c.118G > A (p.E40K) a ¢.52A>T (p.S18T),
které zptisobuji hromadéni proteinti do nerozpustnych agregati (Kohyama et al. 2017).
Zaména nukletidu A za nukleotid T byla detekovana pouze u bernského sala§nického
psa, mutace c.118G > A je Siroce distribuovdana mezi 124 plemeny (vcetné¢ BSP)
(Kohyama et al. 2017; Pfahler et al. 2013). Hystopatologie michy postizenych psi
ukazuje podobny vzorec pro lipoprotein myelin a reaktivni astrogliézu jako u lidské
amyotrofické lateralni sklerézy, onemocnéni motorickych neuronii, které taktéz
zpusobuje mutace v superoxiddismutaze 1 (Katz et al. 2017; Nardone et al. 2016;
Crisp et al. 2014).
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DM je autosomalné recesivnim onemocnénim, projevuje se tedy u recesivnich
homozygott (Toedebusch et al. 2017). Pfahler et al. (2013) uvadi zjisténi SOD1
agregatt antigenti v ¢.118G > A U heterozygotnich jedincd, jde vSak pouze o malou

frekvenci vyskytu.

6.5 Pelger—-Huétova anomalie

Pelger—Huétova anomalie (PHA; Pelger—Huét anomaly) byla poprvé popsana roku
1965 u zastupce plemene Redbone Coonhound (Latimer et al. 2000). Tato anomalie
zpusobuje poruchu maturace myeloidnich bunék, ptevazné monocytli a granulocytu.
Porucha spociva v hypolobulaci bunéénych jader. Mezi zdravimi psy a psy
postizenymi PHA nebyl prokdzdn vyznamny rozdil v chemotaxi, fagocytdze,
pfilnavosti neutrofili ani v obranyschopnosti organismu proti stafylokokim. Jelikoz
B i T lymfocyty spolupracuji s imunitnim systémem V dostate¢né miie, psi s PHA
nejevi veétsi nachylnosti k infekcim. V homozygotni formé¢ je PHA letilni jiz

v prenatalnim vyvoji (Simerdova et al. 2014; Faria et al. 2012; Latimer et al.1989).

PHA se vyskytuje v kongenitalni a ziskané formé. Vznik ziskané neboli pseudo-PHA
formy zavisi na jinych onemocnénich nebo podavani nékterych druhii 1é¢iv. Misto
mutace vrozené formy nebylo u psit doposud zjiSténo. Jednd se autozomalné
dominantné¢ dédi¢né onemocnéni, pro které mé predispozice vice plemen pst.
Nejcastéji je spojovana s australskym ovéakem (v USA zjisténa u 9,8 % AO), u
které¢ho se odliSuje neuplnou penetraci — mutovana alela se tedy projevi ve fenotypu
mensiho poctu jedinci (Latimer et al. 2000). Mezi dalsi plemena, u kterych byla PHA
popsana, patii kromé¢ BOC také australsky honacky pes, samojed, némecky ovcak,
basenji, kokrSpanél, bostonsky teriér, americky foxhound, dansko-§védsky farméarsky
pes a v malé mife také u jejich kiizenc (Simerdova et al. 2014; Lukaszewska et al.
2011; Vale 2011; Latimer et al. 2000).

Vzhledem k neznamé lokaci mutace nemtizeme byt PHA zjisténo pomoci DNA testt.
Diagndza se provadi zjistovanim hyposegmentace granulocytti pomoci opakovanych
cytologickych vysetfeni krevnich natéri. JelikoZ se abnormalita vzhledu leukocytt
vyskytuje i v pfipadech leukémie ¢i véaznéjSich zanétl, je snimi PHA Ccasto
zaméhovana (Simerdova et al 2014). Dle Latimera et al. (2000) lze PHA s pfesnosti

urc¢it kondenzovanym chromatinem pfi jednordzovém nalezu.
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6.6 Dentalni hypomineralizace

Dentalni hypomineralizace (RS; Raine syndrome) charakterizuje nedostate¢na
mineralizace zubi béhem zubniho vyvoje, coz vede k abnormélnimu opottebovani
zubt, pulpitid¢, praskani zubni skloviny nebo k zabarveni zubti (White et al. 2017,
Boy et al. 2016; Hytonen a Hannes 2016). Takto vazné opotiebovani zpusobuje
chronické zéanéty, diky kterym mize dojit k Uplné¢ ztrat€ zubi. Predispozice pro
dentalni hypomineralizaci byla prokdzana pouze u BOC. Hytonen et al. (2016) uvadi

frekvenci této mutace v populaci na 11 %, jde tedy o relativné bézny defekt.

RS je autozomalné recesivni onemocnéni vznikajici bodovou mutaci ¢.899C > T genu
pro FAM20C protein. Tento protein fosforyluje proteiny zapojené do mineralizace

zubi a vaze vapnik (Hytonen et al. 2016; Simpson et al. 2007; obr. 10).

FAM20C c.899C>T
Leu Val Ala
CTG GT!G GCC

Case

1
Leu Alg Ala
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1
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Obr. 10: Genomové sekvenovani tFi border Kkolii v souvislosti s dentalni
hypomineralizaci. WT — zdravy jedinec, Carrier — pfenase¢ a Case jedinec postiZzeny

mutaci FAM20C ¢.899C>T (p.A300V).

6.7 Anomalie oka kolii

CEA (Collie Eye Anomaly) byla poprvé popsana roku 1953 v USA. Krom¢ BOC
postihuje také australské ovcaky, Seltie, kratkosrst¢é 1 dlouhosrst¢ kolie

(Palanové 2015). Jedna se o vyvojové ocni onemocnéni, jehoz pribéh zacina ptiblizné
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ve 30. dni embryonalniho vyvoje. V rizné intenzité zptisobuje morfologické postizeni
indukce abnormalniho enzymu. Onemocnéni se vyskytuje ve stiedni a té¢zké forme

(Paldusova 2011).

Pokud dojde k poskozeni mezodermu, jedna se o stfedni formu. Ta je patrna ve veéky
mezi 5-8 tydny a zpusobuje hypopasii cévnatky. Dochazi zde ke Spatnému vyvoji
krevnich kapilar a je mozny ubytek pigmentu v cévnatce. U §ténat je dtlezité provadet
vySetfeni pred 3. mésicem veéku, po uplném dobarveni sitnice je totiZ tento projev Casto
skryt novym pigmentem. Psi se stfedni formou CEA vétSinou nejsou ohrozeni totalni
slepotou. Pokud b&hem embryonalniho vyvoje dojde k poskozeni ektodermu,
hovofime o tézké formé CEA. Dochézi zde k nenavratnému poskozeni cév cévnatky,
odchlipeni sitnice, v nékterych p¥ipadech i k masivnimu nitrooénimu krvaceni. Casto
také byva poskozen opticky nerv. U 5-10 % pst s tézkou formou CEA dojde
k aplnému oslepnuti (Knickelbein et al. 2018; Palanova 2015; Mellersh 2014).

CEA je autozomaln¢ recesivni onemocnéni zpisobené homozygotni deleci 7799 bp
v genu NHEJ1 chromozomu 37 (Mizukami et al. 2014). CEA se Casté&ji vyskytuje u
blue merle jedinct, da se tedy predpokladat vazba CEA na vlohu barvy. K diagnostice

je vyuzivano oftalmologické vySetteni (Palanova 2015).

6.8 Idiopaticka epilepsie

Idiopaticka epilepsie (IE) se u pst vyskytuje s odhadovanou prevalenci 0,62 % a je
tedy jednou z nejbéznéjsich chronickych neurologickych chorob (Rusbridge 2016).
Zachvaty jsou zpiisobeny abnormalni elektrickou aktivitou urc¢itych neuronti, kterou
muze podnécovat napt. zasaZeni aktivnich bun¢k infekei, pfitomnost odpadnich latek
v mozku zpusobena jejich nahromadénim v krevnim feCiSti nebo momentélni
disfunkce. NejCastéjSim typem zachvatu U psu je tzv. grand mal, ktery se vyznacuje
ztuhnutim koncetin nasledované jejich trhavymi pohyby. Po zichvatu je pes
dezorientovany a jeho pohyby jsou nekoordinované. Mohou se také vyskytnout
neurologické abnormality, jako je slepota ¢i1 hluchota. Zachvat obvykle trva okolo 95
vtefin. Pro IE je charakteristickd vazba jednotlivych typi na konkrétni vé&k

(Volna 2016; Hismeyer et al. 2010).
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Pokud je u psa diagnostikovana idiopatickd epilepsie, 1éc¢ba je dozivotni. Ve vétsiné
pfipadli se podaifi pouze minimalizovat piiznaky, antiepileptika vyuzivana ve
veterinarni mediciné nemaji takovou uc¢innost jako antiepileptika lidska. Dozivotni
eliminace epileptickych zachvati se podaii u 20 % pst. Za UspéSnou lécbu je
povazovano snizeni cCetnosti zachvatovych dni na méné nez 5 dni v roce.
NejcastejSimi  tlumicimi medikamenty je bromid draselny a fenolbarbital

(Volna 2016).

IE maji geneticky ptivod, zodpovédny molekularné-geneticky defekt byl vsak zatim
nalezen jen pro nékteré znich. Seppdld et al. (2011) uvadi kauzalni mutaci
€.1552A > T v genu LGI2 zptsobujici juvenilni epilepsii pro plemeno romanolského
vodniho psa. Epilepsie je nejvice spojovana s genem ABCBI1, ktery koduje
transmembranovy protein ATP. Mutace c.-6-180T > G tohoto genu ma potencionalné
nejvétsi souvislost s vyskytem IE. U kolii je znama delece (¢.296 299del) v exonu 4
genu ABCBI, kterd v homozygotni formé zplisobuje disfunkci glykoproteinu a

zavazné neurobiologické obtize (Alves et al. 2011).

Jelikoz ve vétSiné ptipadii nezname kauzalni mutaci zpisobujici IE, diagnostika
probihéd vylucovaci metodou. Kromé sledovéani pribéhu ptiznaki je nutné provadét
dopliikova vysetieni jako je EEG, rozbory mo¢i, krve a mozkomisniho moku. Testuje
se také spravna funkce ledvin, jater a slinivky (Volna 2016). Analyzu DNA je mozné
pouzit u miniaturniho drsnosrstého jezevcika (Laforaova choroba), stafordSirsky
bulteriér (L2-hydroxyglutarova acidurie) a vySe zminéného romaiolského vodniho

psa (juvenilni epilepsie) (Rusbridge 2016; Alves et al. 2011; Hismeyer et al. 2010).

Mezi plemena s predispozici pro IE patii pfedevsim kolie (dlouhosrsta, kratkosrsta,
bearded, border) bigl, zlaty retrivr, labradorsky retrivr, némecky ov¢ak a pudl
(Volna 2016).

Roku 2011 vznikla v Ceské republice databaze border kolii s piiznaky epilepsie,
nékolik podobnych databazi existuje i v jinych zemich. Podminkou zatazeni psa do
databaze neni potvrzend veterindrni diagndza a proto se u vSech zaregistrovanych

jedincti nemusi jednat idiopatickou formu epilepsie (BCCCZ 2018).
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6.9 Progresivni atrofie sitnice

Progresivni retinalni atrofie (PRA; progressive retinal atrophy) byla poprvé popsana u
gordonsetri roku 1911 (Maehara et al. 2015). Pti PRA dochazi k degradaci
svétlocivnych bunék sitnice z divodu nedostatecného cévniho zasobeni a postizeny
jedinec tak postupné ztraci zrak. Prvni pfiznaky se projevuji kolem tietiho roku zivota.
Existuje nékolik forem PRA které se vyskytuji u vice nez 100 plemen psti. Tyto formy
jsou geneticky vysoce heterogenni s nékolika zplisoby prenosu, zahrnujici velké
mnozstvi genli a mutaci. Kazda PRA se obecné¢ vyskytuje pouze u jednoho nebo
nékolika plemen. Vyjimkou je forma PRA-prcd (progressive rod cone degeneration)
neboli progresivni degenerace tyCinek a Cipkt, kterd postihuje na 20 psich plemen
(Vilboux et al. 2008). Dalsimi formami jsou dysplazie tyCinek a ¢ipka (rcdl, red2,
rcd3), rand degenerace sitnice (erd) dysplazie ty¢inek (rd), dysplazie
fotoreceptorti (pd) a PRA dédicné¢ vazana na sami¢i pohlavi (XL PRA)
(Downs et al. 2012; Vilboux et al. 2008; Dekomien et al. 2000; Lightfoot et al. 1996).
Prave tato forma se pravdépodobné vyskytuje také u border kolii. XL PRA a prcd jsou
formy vzniklé diky mutaci jiz vytvoienych bunék, rcdl, 2 a 3, erd, rd a pd jsou formy
vzniklé pfi diferenciaci bunck v prenatdlnim obdobi. PRA je obecné spojovana

s autozomaln¢ recesivni dédi¢nosti (BCCCZ 2018).

S BOC je spojovana také centralni PRA (CPRA; retinal pigment epithelial dystrophy).
Ta se objevuje jiz mezi prvnim a druhym rokem zivota. PostiZeni jedinci ztraci zrak
ve stfedu zorného pole, periferni vidéni vSak byva zachovéano a nedochdzi tedy k tplné
ztraté zraku (Acland 2002). U BOC se predpoklada polygenni dédicnost nebo
autozomalné dominantni dédi¢nost s neliplnou penetraci. Mezi lety 1965 az 1985 se
v UK pocet pozitivnich CPRA jedincti snizil na jednu Sestinu (2 %), v soucasnosti se

tedy jedna spiSe o vzacnou formu PRA (BCCCZ 2018).

V CR byl u BOC zaznamenan pouze jeden p¥ipad podezieni na PRA. Jelikoz zatim
nezndme genetickou podstatu tohoto onemocnéni diagnostika je provadéna pouze
oftalmologickym vySetfenim, které je v pifipadé uchovnéni psi povinné

(BCCCZ 2018).
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6.10 Neuronalni ceroidni lipofuscindza

Jedna se o autosomalné recesivni, neurodegerativni onemocnéni postihujici kromé pst
a lidi také kocky, skot, kachny, fretky, kozy, kon¢, opice, papousky, a prasata
(Gillian et al. 2015). Prozatim byla neuronalni ceroidni lipofuscinéza (NCL) spojena
s mutacemi sedmi ruznych genit (CLNs 1, 2, 5, 6, 8, 10, 12), pficemz kazd4a mutace
daného genu zptsobuje jedine¢nou formu NCL. U jednotlivych plemen se konkrétni
forma mutace obtizné urcuje (Guo et al. 2015). Prvni diagnostikované piipady NCL u
BOC byly zaznamenany v Australii v 80. letech 19. stoleti, kdy bylo u 23 jedincti
detekovan vyskyt podobnych symptomi. Ojedinély ptipad byl zaznamendn takeé
v USA o deset let pozd¢ji (Tryznova 2014).

NCL je podminéno mutaci v pozici 619 kddujici sekvence exonu genu 4 CLNS. Tato
jednobodova substituce (c.619C > T) vede k vytvoreni ptred¢asného stop kodonu
Vv pozici 206 CLNS proteinu a vysledny protein je tak zkracen o 144 aminokyselin
(Kolicheski et al. 2016). Mezi plemena, u kterych je znam kauzalni gen, patii kromé
BOC také anglicky setr, jezevcik, australsky ovéak, ¢insky chocholaty pes, americky
buldog, tibetsky teriér, zlaty retrivr, Civava a Cau cCau (Faller etal. 2016;

Kolicheski et al. 2016; Gilliam et al. 2015).

Pro NCL je charakteristické shromazdovani lipopigmentl lipofuscinu a ceroinu
Vv lysozomech. Klinicky pribéh choroby je znaéné individudlni, u BOC je mozné prvni
pfiznaky pozorovat uZ kolem 15 mésice Zivota a stupenl neurodegradace se s vékem
psa zvySuje. U postizeného jedince dochdzi k ataxii a rozvinuti psychickych
abnormalit jako napf. zvySujici se agrese, neklid, hyperaktivita, halucinace ¢i
epileptické zachvaty (Gilliam et al. 2015). VétSina postizenych jedinci ztraci
schopnost svalové koordinace pii zékladnich ¢innostech jako je krmeni nebo chtize.
Ukladani lipopigmentli mize také zplisobit poSkozeni sitnice. U BOC se postiZeni

jedinci ztidkakdy dozivaji vice nez 28 mésict (Melville et al. 2005).
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6.11 Primarni luxace ¢ocky

PPL (primary lens luxation) postihuje mnoho psich plemen, a to zejména teriéry.
Prestoze byla tato o¢ni vada poprvé popsana Grayem et al. jiz v roce 1932, mutaci
spojenou s PPL zatim zname jen pro néktera plemena (Jack Russel terier, Parson
Russel teriér, Patterdale teriér, miniaturni bulteriér, australsky honacky pes aj.)

(Gould et al. 2011; Farias et al. 2010).

Princip této vady spociva v nedokonalém vyvoji zavésného aparatu, které fixuji cocku.
Pii jejich poskozeni dojde k dislokaci ¢ocky (muze nastat i nasledkem trazu. Uvolnéni
vlaken zplsobi posunuti co¢ky do piedni nebo zadni komory. Vznikne tak zékal, ktery

vede K tuplné ztraté zraku. PPL vzdy zasahne ob¢ oc¢i (Gould et al. 2011).

V soucasnosti je za pfi¢inu povazovdna mutace Vv genu ADAMT17 psiho
chromozomu 3 (CFA3). Pomoci genetickych testli je mozné urcit pfitomnost této
nestfihové mutace, neni vSak mozné témito testy vyloucit jiné formy PPL ¢i odhalit
propuknuti choroby u ptipadnych ptenaseci. Je predpoklddana autosomalné recesivni

dédicnost (Farias et al. 2010).

Frekvence mutované alely ani kauzalni mutace nejsou pro BOC znamy.

6.12 Primarni glaukom

Dalsi dédicnou o¢ni vadou vyskytujici se u border kolii je primarni glaukom
(PG; primary glaucoma). Jedna se o rozmanitou skupinu onemocnéni vedouci
Kk oslepnuti, které zplsobuje ztrata retinalnich gangliovych bunék a poskozeni
zrakového nervu (Bouhenni et al. 2012; Bedford 1975). PG délime podle tzv.
iridokorneédlniho uhlu (Ghel mezi rohovkou a duhovkou) na primarni glaukom
s otevienym uhlem (POAG), primarni glaukom s uzavienym uthlem (PACG) a
primarni kongenitalni glaukom (PCG). U border kolii se nej¢asteji vyskytuje PACG,
pro ktery nezndme kauzalni mutaci a v souCasnosti tedy neexistuje geneticky test.
Diagnostika se provadi goniskopicky. PG byl u border kolii objeven pomérné nedavno,
frekvence mutované alely neni znama (BCCCZ 2017; Oliver et al. 2015;
Bouhenni et al. 2012).
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6.13 Centronukleiarni myopatie

Centronuklearni myopatie (CMN; centronuclear myopathies) nese také nazev dédi¢na
myopatie labradorskych retrieverti (HMLR; hereditary myopathy of Labrador
retrievers) jelikoz je toto onemocnéni spojovano pravé stimto plemenem
(Mauer et al. 2012). V roce 2012 v8ak Eminaga et al. popsali prvni piipad CMN také

u border kolie.

CMN zptsobuje defektni vyvoj svalovych vlaken. Prvnim ptiznakem je vyrazné
hubnuti $ténat ve druhém tydnu véku. Ve veku jednoho mésice psi postizeni CMN
vykazuji absenci Slachovych reflexti. Za jeden az tfi mésice dochdzi k rozvoji svalové
atrofie projevujici se vratkou chizi, v krajnich piipadech uplnou neschopnosti chuze,
vratkym postojem a sniZenou toleranci zatéze. Zasazeno byva také polykaci svalstvo,
takze hrozi plicni zanéty zplsobené vdechnutim potravy (Eminaga et al. 2012;

Mauer et al. 2012; Pelé¢ et al. 2005).

U labradorti se je CMN dédéna autosomalné recesivné a zplisobuje ji inzerce SINE
v exonu 2 genu PTPLA (9.9459 9460ins236 PLPLA). U BOC je ptedpokladam stejny
zptisob dédicnosti, avSak kauzalni mutace neni pro toto plemeno zatim znama

(Eminaga et al. 2012).

Spolehliva diagnostika je mozna prave diky véasnému zpozorovani prvnich ptiznaki
onemocnéni. Na CMN neexistuje G€inna 1écba a postizeni jedinci proto byvaji utraceni

(Mauer et al. 2012).

Psi CMN byla pouzita jako modelové onemocnéni pro vyzkum lidské centronuklearni

myopatie (Tiret et al. 2003).

6.14 Maligni hypertermie

Maligni hypertermie (MH; malignant hyperthermia) je nejcastéji spojovana s
greyhoundem, Svatobernardskym psem, border kolii, pointrem a plemeny Span€li,
geneticky test je vSak mozny provést pro jakékoli plemeno. Jedna se
farmakogenetickym syndromem kosterniho svalstva vyvolanou chemickym
spoustééem — anestetiky (halotan, sevofluran, isofluran aj.) (Brunson a Hogan 2004;

O’Brien 1993). PostiZeni jedinci nevykazuji zadné klinické ptiznaky, po vystaveni
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spoustéée u nich vSak dochdzi k tachykardii, hypertermii a hyrkapii. Pokud neni
anestezie vc¢as prerusena, maze dojit k uhynu zvitete v disledku selhani ledvin, aritmie

a rabdomyolyzy (Brunson a Hogan 2004; Roberts et al. 2001).

Syndrom MH s autozomalni dédi¢nosti je zpisoben substituci C za T, zpusobujici
zaménu amynokyselin valinu a alaninu na pozici 547 (p.Val547Ala)
(Roberts et al. 2001). Mutace se nachazi v oblasti pro ryanodinovy receptor, ktery je
soucasti kanalu uvoliujiciho kalcium v sarkoplazmatickém retikulu. Pii kontaktu se
spoustécem je diky mutaci v receptoru uvoliiovano nekontrolované mnozstvi kalcia ze
sarkoplazmatického retikula. Vysledkem je prodlouzeni svalovych kontrakci bez
relaxace, hypertermie a nadprodukce oxidu uhli¢itého zpisobené snahou odéerpat
prebyteéné  kalcium za vysoké spotfeby  kysliku  (Yang et al. 2006;
Roberts et al. 2001).

V ptipadé propuknuti MH je diilezité okamzité pterusit anestezii, chladit organismus
a podat postizenému jedinci latky snizujici svalové napéti (antidotika)

(Brunson a Hogan 2004).

33



/. Material a metody

7.1 Material

Chovatelé¢ border kolii poskytli celkem 95 vzorkli DNA od zastupci tohoto plemene.
Bylo testovano 43 pst a 52 fen, vSichni s prikazem ptvodu. 93 % jedinct pochazelo
z Ceskych chovil, 7 % bylo importovano z USA, Mad’arska, Rakouska, Slovenska,
Velké Britanie a Italie. 28 jedincti bylo dfive testovano na TNS, 12 na MDR1 a pouze
1 na IGS. Kazdému z chovatelti byl zaslan informac¢ni dotaznik, ve kterém byl uveden
vek psa, zda byli pes a jeho rodice jiz diive testovani na vybrana genetickd onemocnéni
ataké ¢&islo zapisu CMKU kvili moZnosti ovéfeni vystaveni prikazu ptvodu
(ptiloha 1). Po oboustranné dohodé¢ s chovateli ziistavaji vysledky jednotlivych pst

anonymni.

7.2 Metody

7.2.1 Odbér vzorku

Pro ziskdni vzorku byl zvolen stér bukdlni sliznice. Chovatelim byly zaslany
jednorazové Stéticky pro setfeni sliznice Ustni dutiny, uloZzené v papirovém sacku. U
testovan¢ho psa, ktery nesm& byt alesponn hodinu pted odbérem krmen z divodu
kontaminace vzorku, bylo po dobu asi dvaceti vtefin provadéno opakované otirani
dasni a vnitinich stran tvafi. Po provedeni stéru byla zaschla §téticka ulozena zpét do
papirového sacku, v plastovém hrozilo znehodnoceni DNA. Pti celém procesu odbéru

bylo tfeba dbat na zamezeni pfipadné kontaminace (GENOMIA 2018).

7.2.2 1zolace DNA

Izolace DNA byla provedena z nativniho materialu pomoci Chelexu 100. Tato
chelatacni pryskyfice sloZzend ze styren divinylbenzen kopolyméru obsahuje parové
iminodiacetatové ionty, které jsou schopny vazat ionty kovu. Pfi izolaci DNA je
relevantni inaktivovani Mg?" iontfi, které mohou pfi vysokych teplotich zpisobit

poskozeni DNA (Lamballerie et al. 1992; Walsh et al. 1991).

Zéakladnim krokem izolace byla homogenizace vzorku. Stérova Stéticka byla za

obcasného oto¢eni inkubovana po dobu 10 minut v 1,5 ml mikrozkumavce s 1 ml
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destilované vody. Diky nasledné cetrifugaci bylo mozné odstranit supernatant. Do
mikrozkumavky s peletem byl pfidan 1 pl Proteinazy K o koncentraci 0,5 pg/ul, poté
byla vortexovana a kratce centrifugovana. Takto pfipraveny material byl inkubovan
po dobu 45 minut pii teplot€¢ 56°C. Druhd inkubace probihala 10 minut pfi teploté
98°C. Pfed i po druhé inkubaci byl vzorek vortexovan 10-15 sekund. Na zavér

probé&hla cetrifugace (5 minut). Vzorek DNA byl uchovavan pfi teploté — 20°C.

7.2.3 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce (PCR; polymerase chain reaction) je metoda
amplifikace vybraného tiseku DNA, ktery je ohrani¢en oligonukleotidy - primery. Jde
o fragmenty DNA (6-25 nukleotidl) piisedajici ke koncim vybraného tseku, od
kterych probiha syntéza DNA. Upfednostiiovany jsou primery s 50-60 % obsahem AT
nebo GC part. Ksyntéze je vyuzivan termostabilni enzym Taq polymeraza
zachovavajici si aktivitu i pfes opakované pisobeni vysokych teplot. Tato DNA
polymeraza syntetizuje komplementarni fetézec (Hadidi et al. 2013;
Mullis et al. 1989). Reakéni faze PCR jsou:

e Denaturace

Pti denaturaci je dvouvldknova molekula DNA zahtivana na teplotu 94-98 °C po dobu
20-30 sekund. Nasledkem je rozvolnéni vodikovych mistkii a nevazanost

dvousroubovice, ¢imZ vzniknou dvé jednovlaknové molekuly DNA (templaty).
e Hybridizace

Nasednuti primeri umoZznuje sniZeni teploty reakce na 35-65 °C, pfi které je mozna
opctovna renaturace a pevné nasednuti primeru. Teplota v pribéhu hybridizace je
velmi dulezita, pti nizké teploteé hrozi vytvoreni nespecifického produktu nasednutim

primeri na jen ¢aste¢né komplementarni sekvence.
¢ Elongace, extenze, synteticka faze

Pt této fazi PCR je teplota zavisla na pouzité DNA polymeraze. Pii pouziti nejbézné;jsi
Taq polymerazy je teplotni optimum pro syntézu novych fetézcl v rozmezi 72—80°C.
Komplementarni vlakno DNA pfirtsta k plivodni molekule DNA ve sméru od 5' konce
ke 3' konci. Jednotlivé reakéni faze se cyklicky opakuji v termocycleru (obvykle staci

30 cyklf).
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Tab. 1: PouZité teplotni profily

Teplotni profil
MDR1 Teplota °C Cas
Uvodni denaturace 95 10 min
95 30s
45 cykla 57 30s
72 30s
Extenze 72 7,3 min
TNS
Uvodni denaturace 94 2 min
94 60 s
45 cykla 55 60 s
72 60s
Extenze 72 2 min
IGS
Uvodni denaturace 95 10 min
95 15s
45 cykla 58 1 min
72 30s
Extenze 72 7 min

7.2.3.1 Slozeni reakce

Reakce byla pfipravovana v objemu 25 pl a obsahovala tyto reakéni komponenty:
Primery

Oligonukleotidy dodané vyrobcem bylo tieba pfed pouzitim nafedit. Lyofilizovany
primer byl kratce centrifugovan a nasledné fedén na koncentraci 100 pmol/pul sterilni
vodou a vortexovana. Takto pfipraveny 0,1 nM roztok byl dale fedén 10x - 10 ul
zéasobniho roztoku bylo pfidano do 90 ul vody. Timto vznikl 10 uM pracovni roztok.
Pro 25 pl bylo pouzito 0,5 pl z obou primerti (pfili§ vysoka koncentrace by mohla

zpusobit nespecifické nasedani primert nebo vzajemné parovani).
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Tab. 2: PouZité primery

MDR1 F 5'-GCA GTG GGG TGAGAACTAGA-3
MDR1 R 5’-CGC AAG CCATGT AAG GTATG -3°
TNS F 5- AAT ATT GACCCAGTCTTA-3’
TNSR 5-TCTACTGGTTCGTTTCTG -3
IGS F 5-AGG GTT TTC CCA GTC ACG ACG CTT TCT TGC TCA
TTTTCG TGA T-3°
IGSR 5'-GCATGC TGG AGATTG CACAC -3’
Templatova DNA

Pro reakci byl pouzit 1ul ziskané DNA. Velké mnozstvi pouzit¢ DNA mohlo

zpusobovat reakéni problémy.
Master Mix

Master Mix je sloZen ze tfi komponenti a to ze smési nukleotidit INTP (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP), jejiz pouzité mnozstvi zavisi na koncentraci zdsobniho roztoku, MgClI?
nutného pro presnost a procesivitu Taq polymerazy a reakéniho pufru, ktery dodava
reakci potirebné pH a idedlni koncentraci soli. Byl pouZzit 2x koncentrovany
PPP Mater Mix (TopBio) o slozeni: 150 mM Tris-HCI, pH 8,8 (pii 25 °C), 40 mM
(NH4)2504, 0,02 % Tween 20, 5 mM MgCl12, 400 uM dATP, 400 uM dCTP, 400 uM
dGTP, 400 uM dTTP, 100 U/ml Taq DNA polymerazy, barvivo, stabilizitory a

aditiva.
Voda

Vyuziva se purifikovand a sterilni voda, skladovana stejné jako ostatni komponenty

pii teploté — 20 °C.
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Tab. 3: SloZeni PCR reakce v objemu 25 pl

Komponenta Finalni koncentrace
PPP Master Mix 12,5 ul
F Primer 0,5 wl
R Primer 0,5 ul
H20 10,5 ul
Templatovda DNA 1l

7.2.4 Restrikéni analyza

Pokud DNA obsahuje konkrétné specifikovanou sekvenci nukleotidt, diky restrikéni
analyze (RFLP; restriction fragment length polymorphism) je mozné ji S$tépit. K
tomuto Stépeni RFLP vyuziva restriktazy (restrikéni endonukledzy), které se nejcasteji
nachdzeji u bakterii, kde tvofi obranny mechanizmus proti viram. Restrikéni $tépeni
probihd na fosfodiesterové vazbé obou fetézci DNA. Pokud alela ur¢itého genu
zahrnuje rozpoznavaci sekvenci, bude DNA této alely rozSt€épeno a béhem

elektroforézy fragmentli pro ni nalezneme dva kratsi tseky (Olive a Bean 1999).

PCR-RFLP byla aplikovana pfi testovani MDR1 (Mizukami 2013) a IGS (Fife 2014).
Pro objem 20 ul bylo smichano 15 ul amplifikovaného PCR produktu s 5 ul RFLP
Master Mixu (2 pl reakéniho bufferu, 0,5 pl restrikéni endonukleazy, 205 pul H20).
Byly pouzity restrikéni enzymy Mbol (MDR1) a Msl | (1GS). Smés byla inkubovana
pii teploté 37 °C na 6 hodin (tab. 4).

Tab. 4: SloZeni RFLP v objemu 20 pl

Komponenta Finalni koncentrace
PCR produkt 15 ul
Reakéni buffer 2 ul
Restriktaza 0,5 pl
H20 0,5 ul
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7.2.5 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Elektroforéza je zaloZena na rozdilné pohyblivosti fragmentli v zavislosti na jejich
velikosti. Diky zapornému naboji se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji od
katody k anodé a béhem tohoto pohybu se molekuly separuji na zakladé prostorového
usporadani atoml a své délce. Separace molekul probiha v agar6zovém nebo
polyakrydamidovém gelu. Dulezitd je jeho koncentrace, kterd ovliviluje rychlost
separace (vyS$i koncentrace jsou vhodnéj$i pro separaci kratkych fragmentl).
Jednotlivé fragmenty jsou detekovany pomoci ethidium bromidu pod UV svétlem

(Johansson 2009).

Mnozstvi piipravovaného gelu bylo zavislé na po¢tu vzorka a jeho koncentrace na
typu fragmentt, které byly separovany (byl pouzit 3 a 4 % agarézovy gel). Agardza
byla smichéana s pufrem v Erlenmayerové bance a rozpousténa v mikrovinné troubé po
dobu 1-2 minut za obcasného promichani. Kdyz v roztoku nebyla patrna zrnka
agarozy, gel byl ¢aste¢né ochlazen pod proudem studené vody a po ptidani ethidium
bromidu nalit do pfipravené ELFO vani¢ky. Po ztuhnuti, odstranéni hiebinku a
utésnéni byl vyjmuty gel usazen do elektroforetické vany s ELFO roztokem a ptekryt
vikem. ELFO zdroj byl nastaven na 70 V po dobu od 100-160 minut. Po ukon¢eni
elektroforézy byl gel vyndan z ELFO vany a vizualizovan pod UV svétlem.

Pro piesnéjSi vyhodnoceni vysledkli byl také pouzit mikroCipovy elektroforeticky
analyzator DNA/RNA MultiNA, ktery je plné€ automaticky. Analyza je provedena ,,on-

chip® fluorescen¢ni detekci bez pouziti ethidium bromidu (Marek 2011).
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8. Vysledky a diskuse

V modernim chovu pst je velmi dilezité dbat nejen na exteriér ale také na zdravotni
stav chovnych jedinct. K tomu nam pomahaji genetické analyzy odhalujici Cetné
geneticky podminéné choroby. Pro tuto praci bylo zvoleno plemeno border kolie
z diivodu jeho popularity, jde totiz o jedno z nejoblibenéjsSich a nejrozsirenéjsich psich
plemen po celém svété. Praveé kvuli ¢etnosti border kolii byl piedpokladan dostate¢ny
zajem chovateld poskytujicich vzorky DNA zastupct plemene s prikazem ptvodu.
Testovany byly tfi dédicné choroby: syndrom uvéznénych neutrofild (TNS),
mnohocetna 1ékova rezistence (MDRI1) a stfevni malabsorbce kobalaminu neboli

Imerslund-Grisbecktv syndrom (IGS).

Tab. 5: Frekvence genotypt a alel u analyzované skupiny psi.

Frekvence genotypt Frekvence alel
AA Aa aa A a

TNS 0,955 0,045 0 0,98 0,02
MDR1 1 0 0 1 0
IGS 1 0 0 1 0

Z celkového poctu 95 vzorki se podaftilo izolovat DNA u 89 jedincii. U stejného poctu
byla usp&$né provedena nejprve PCR analyza v souvislosti s TNS, pii které byli
4 jedinci plemene border kolie vyhodnoceni jako pifenaseCi mutace
0.4411956_4411960delGTTT genu VPS13B. Frekvence mutované alely
V pozorovaném souboru ¢ini 0,02. Dale byla provedena PCR-RFLF analyza pro
MDR1 a IGS u stejného poctu jedincii. Pro mutace AF045016.1: ¢.227_230delATAG
genu MDR1 (MDR1) a c.8392delC genu CUBN (IGS) nebyl detekovan zadny pienasec
ani afektovany jedinec. Frekvence mutované alely pro obé mutace pro sledovany

soubor vzorku tedy ¢ini 0 (tab. 5).

Izolace DNA se u zvitat nej¢astéji provadi z krevnich vzorkt. Pro tuto praci byl zvolen
zpusob ziskani DNA ze slin stérem bukalni sliznice z divodu usnadnéni odbéru pro
majitele psi. Tento zplisob izolace DNA je bézné vyuzivan certifikovanymi
laboratotremi (GENOMIA 2018). Bylo ndm zaslano celkem 95 stérovych kartacka

s odebranou DNA od Cdistokrevnych jedincti plemene border kolie, z nichz se
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U 6 nepodatilo DNA izolovat. To bylo patrné¢ ve vSech piipadech zplisobeno
nedodrzenim postupu pii odebirani vzorkl. Ve vétSin€ ptipadi se jednalo o viditelné
zneCisténi odbérové Stéticky krmivem, nebyl tedy dodrzen hodinovy interval pied
odbérem, béhem n¢hoz nemélo byt psim podavano krmeni ani pamlsky. Obdobny
postup pii odbéru vzorkl doporucuji také certifikované laboratore (GENOMIA 2018).
Dostate¢né mnozstvi DNA potiebné k testovani vySe zminénych mutaci jsme ziskali
také z cibulek ocasnich chlupt. Tento zplisob by vSak pro nase ucely nebyl efektivni
Z hlediska dopravy vzorkii do laboratoie. Pro izolaci genomové DNA byly chlupové

cibulky pouzity napiiklad pii uréovani paternity u pst (Skrobankova 2006).

Pted konecnou detekci a analyzou genotypu sledované skupiny pst byly provedeny
analyzy testovaci, kvili ovéfeni kvality amplifikace u vybranych metodik (tab. 6)
Metodika dle Mizukamiho (2012) pro TNS se ukazala byt optimalni. Metodiky dle
Geyera (2005) a Mizukamiho (2013) pro MDR1 bylo nutné pro nase laboratorni
podminky fyzikalné optimalizovat. U Mizukamiho teplotniho profilu byl pro fazi
annealingu zvolen teplotni gradient od 53-62 °C (vzdy po 0,5 °C). Pii teploté 57 °C
byl naaplifikovany produkt dostatecné kvalitni, bez nespecifickych pasem a vznikl tak
optimalni teplotni profil pro detekci MDR1 (obr. 11). Optimalizace druhého a
podstatné slozitéjsiho teplotniho profilu dle Geyera byla z tohoto diivodu pferusena.
Pro IGS byl vytvoten vlastni teplotni profil. Prvotni denaturace obvykle probiha pfi
teplotach 92-95°C. Pro fazi annealingu miize byt teplota stanovena pomoci n¢kolika
vzorct napt. Tm =2 °C X (A+T) + 4 x (C+G), kdy je za A, T, C a G dosazen piesny
pocet prisluSnych béazi zastoupeny v pouZzitém primeru. Dal§i moZnosti vypoctu
nasedaci teploty je vyuZiti specidlnich softwartl ¢i se orientovat dle tabulky nasedani
primerti viz. tab. 7. Cas annealingu je zpravidla ¥izen po¢ateéni koncentraci templatové
DNA (Vojtova 2013). Pro IGS byl zvolen teplotni gradient s horni Ta= 59 °C a spodni
Ta =50 °C. Teplota extenze byla dle pouzit¢ DNA polymerazy stanovena na 72°C.
Dobu trvani urcuje délka produktu (Vojtova 2013).
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Tab. 6: Optimalizace pouzitych teplotnich profili.

Teplotni profil Optimalizace t. p.
MDR1 Teplota °C Cas Teplota °C Cas
Uvodni denaturace 95 10 min 95 10 min
95 30s 95 30s
45 cyklu 60 30s 57 30s
72 30s 12 30s
Extenze 72 7,3 min 72 7,3 min
MDR1*
Uvodni denaturace 94 2 min - -
95 15s - -
10 cykla 55 15s - -
touch down —0,5 72 10s - -
95 15s - -
22 cykla 50 15s - -
72 10s - -
Extenze 72 10 min - -
TNS
Uvodni denaturace 94 2 min - -
94 60 s - -
45 cykla 55 60 s - -
72 60 s - -
Extenze 72 2 min - -
IGS
Uvodni denaturace - - 95 10 min
- - 95 15s
45 cykla - - 58 1 min
- - 72 30s
Extenze - - 72 7 min
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Tab. 7: Teploty (°C) nasedani primeri pro dany pocet bazi a GC pard (LABGuide 2017).

POCET GC PARU

Bp |6 |7 [8 [9 |10 |11 |12 [13 [14 |15 |16 [17 |18
16 |39 |41 [43 |25 [47 |49 |51 |53 |55 |57 |59
17 |43 [45 |47 [49 |51 |53 |55 |57 |59 |61 |63 |65
18 |45 |47 |49 |51 |53 |55 |57 |59 |61 |63 |65 |67 |67
19 |47 |49 |51 [53 |55 |57 |59 |61 |63 |65 |67 |69 |71
20 |49 |51 |53 |55 [57 |59 [61 |63 |65 |67 |69 [71 |73
21 |51 |53 |55 |57 [59 |61 [63 |65 |67 |69 |71 |73 [75
22 |53 |55 |57 |59 [61 |63 [65 |67 |69 |71 |73 [75 |77
23 |55 |57 |59 |61 [63 |65 [67 |69 |71 |73 |75 [77 |79
24 |57 |59 |61 |63 [65 |67 [69 |71 |73 |75 |77 [79 |91
25 |59 |61 |63 |65 [67 |69 [71 |73 |75 |77 |79 [81 |83

A1 .58 = e & i
b va
416bp | v . e el b 4 b .- —g
L T - »

56 56,5 57 57,5 58 58,5 59 59,5 60 60,5 (C°)

Obr. 11: Ukazka teplotniho gradientu pouZitého pro optimalizaci faze annealingu pfi
analyze mnohocetné 1ékové rezistence u border kolii. Hledana délka vysledné alely byla
416 bp.
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Obr. 12: Genotypizace TNS pi‘enasecii (C) a zdravych jedinci (N). Vyhodnoceni pomoci
elektroforézy na 3 % agarozovém gelu (A) nebylo vzhledem ke Spatné viditelnosti malych
fragmentiim dostate¢né priikazné, proto byla pouZita mikro¢ipova elektoroforéza (B).
Z.89 testovanych jedinci plemene byli 4 vyhodnoceni jako pienasSe¢i mutace
2.4411956_4411960delGTTT genu VPS13B.

Syndrom uveéznénych neutrofili je zpusoben dele¢ni mutaci
0.4411956_4411960delGTTT vexonu 19 psiho genu VPS13B (Gans 2015).
Diagnostika TNS se provadi na zéklad¢ genetickych testl, jelikoZz klinicko-
patologické tudaje mohou byt snadno modifikované fadou zanétlivych
a infek¢nich chorob (Mason et al. 2014). Genotypizace TNS zahrnovala PCR
amplifikaci genomové DNA za vyuziti teplotniho profilu dle Mizukamiho et al.
(2011). Pro separaci molekul byl pfti elektroforéze pouzit 3 % (wt/vol) agarézovy gel.
Jelikoz kauzalni mutaci pro TNS je 4-bp delece (GTTT) byla nasledné zvolena
mikro¢ipova elektroforéza z divodu piesnéjsi analyzy (obr. 12). Bylo prokazano, ze
mutovana alela ma velikost 56 bp a standardni alela 60 bp. V souboru 89 vzorka byli

zjisténi 3 psi a 1 fena heterozygotni pro tuto mutaci. U tii z téchto jedincl byla
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pfitomnost mutované alely potvrzena také akreditovanou laboratofi. Jeden ze
zjisténych prenasect byl importovan ze zahrani¢niho chovu. Relativni frekvence
mutované alely v pozorovaném souboru tedy ¢ini 0,02 (tab. 5), pro svétovou populaci
BOC byla dle Shearmana a Wiltona (2011) frekvence mutované alely stanovena na
0,064 (v populaci 2094 jedinci bylo 12,9 % ptfenaSeci TNS). Vzhledem
k autozomaln¢ recesivnimu charakteru mutace muizeme v piipadé spojeni dvou
heterozygoti predpokladat slozeni vrhu z 50 % heterozygotnich jedinct — pfenaSect a
25 % jedinct postizenych TNS. Kvuli prevenci a eredikaci tohoto onemocnéni
v chovné populaci CR musi mit od roku 2012 alespoti jeden z rodi¢t planovaného vrhu
TNS normal. V Ceské republice byl zaznamenan pouze jeden TNS vrh border kolii
(Gans 2015).

Mutace AF045016.1: c.227_230delATAG genu MDR1 zpisobuje piedcasny
stopkodon pfi syntéze P-glykoproteinu. Disfunkce této bilkoviny miize u psi vyvolat
potencionalné smrtelnou neurotoxickou reakci zplsobenou pronikdnim latek do
centralni nervové soustavy (Gramer et al. 2010). Pro MDR1 byly pouzity dva teplotni
profily. Amplifikovat DNA s primery F: 5’-ATTGGCTTGATAGGTTGTATATG-3’
a R: 5’-CAGGAATTTCAAGAAACAAAACTT-3" pifi teplotnim profilu dle
Geyera (2005) se podafilo az po optimalizaci. Piesto byla detekce a analyza po
amplifikaci obtizna kvuli vzniku nespecifickych pasem. Proto tato metodika nebyla
pii kone¢né analyze pouzita. Metodika PCR-RFLP dle Mizukamiho (2013) byla
optimalizovédna na teplotu po¢atecni denaturace 95 °C po dobu 10 minut, 45 cyklova
amplifikace pfi teploté denaturace 95 °C na 30 sekund, nasedani primeri pii teploté
57 °C 30 sekund a syntéza na 72 °C po dobu 30 sekund. Zaverecna extenze probihala
na 7,3 minuty pii teplot¢ 72 °C za pouziti primerd F:5’-
GCAGTGGGGTGAGAACTAGA-3* R:5-CGCAAGCCATGTAAGGTATG-3".
Pii RFLP analyze byl amplifikacni produkt u nepostizené¢ho jedince Stépen na
3fragmenty (191 + 122 + 103 bp) a u pienasee na 4 fragmenty
(313 +191 + 122 + 103 bp). U afektovanych jedincti by amplikon obsahoval jedno
Stépici misto (313 + 103 bp). Mezi testovanymi psy byly pouze nepostizeni jedinci
(obr. 13; obr. 14). To potvrzuje prohlaseni BCCCZ, ze Zadny Cistokrevny zastupce
plemene BOC v CR neni nositelem této homozygotni delece. Pro ovéieni spravnosti

metodiky byl pfi analyze pouzit kontrolni vzorek australského ovcaka, ktery je
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potvrzenym pfenaSeCem dané choroby. Nejvétsi frekvence mutované alely se

vyskytuje v populacich kratkosrsté a dlouhosrsté kolie (33 %) (Gramer et al. 2010).

- T —

Lo

416D s o e

Obr. 13: Vysledek gelové elektroforézy amplifikovanych PCR produkti pro MDRI pied
restrikéni analyzou.

:
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Obr. 14: Vysledek PCR-RFLP analyzy pro MDR1 za pouZiti restrikéniho enzymu Mboll.
VSichni testovani jedinci plemene BOC byli vyhodnoceni jako normal. Pro ovéfeni
spravnosti metodiky byl pouZit vzorek DNA od jedince plemene australsky ovéak, ktery
je potvrzenym pienaseCem mutace AF045016.1: ¢.227 230delATAG genu MDRI (P).

Mutace ¢.8392delC genu CUBN zpusobuje u border kolii stfevni malabsorbci
kobalaminu. Jako predchozi dvé mutace i tato je dédéna autozomalné recesivné,
choroba se tedy projevi pouze u jedincii s mutaci vobou kopiich genu
(Owczarek-Lipska et al. 2013). Pro IGS navrhl Fyfe (2014) primery F: 5°-
AGGGTTTTCCCAGTCACGACGC TTTCTTGCTCATTTTCGTGAT-3” a R: 5°-
GCATGCTGGAG ATTGCACAC-3’, jeho pokus vsak nebyl kvili absenci profilu
zopakovatelny. Byla tedy provedena optimalizace protokolu k PPP Master Mixu. Po
pocatecni denaturaci pii 95 °C po dobu 10 minut byla provedena amplifikace o
45 cyklech pfi teploté denaturace 95 °C na 15 sekund, nasedani primerQ pfi teploté
58 °C 1 minutu a syntézou za teploty 72 °C po dobu 30 sekund. Zavérecna extenze
probihala na 7 minut pfi teploté 72 °C. Po §tépeni restrikénim enzymem Msl | mély
alely u vSech vzorka velikost 111 bp. Jedna se o standardni délku a vSichni testovani

psi maji tedy vysledek normal. U afektovanych jedincl by byla délka mutované
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alely 134 bp a u prenasecii mutace by pfi RFLP doslo k rozstépeni na 2 fragmenty
111 + 134 bp. Pro CR tedy doposud nebyl oznamen jedinec postizenym touto mutaci.

Owczarek-Lipska et al. (2013) ve své praci uvadi 6 % prevalenci nosi¢stvi mutované

alely u vzorku 203 evropskych kolii.
A e
170 bp T o e R R I N
B
111 bp - — e - — e G — e S ——

Obrazek 15: Genotypizace 14 jedinci v souvislosti s mutaci genu CUBN.
U amplifikované DNA (A) ma standardni alela velikost 170 bp, po restrikénim $tépeni je
standardni délka alely 111 bp (B). VSech 89 testovanych jedinci bylo pro mutaci
¢.8392delC genu CUBN vyhodnoceno jako normal.
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9. Zavér

U border kolie bylo do soucasnosti popsdno hned n€kolik geneticky podminénych
onemocnéni. Plemeno je nejCastéji spojovano se syndromem uvéznénych neutrofili,
progresivni atrofii sitnice a anomalii oka kolii. V pfipadé, ze zndme kauzalni mutaci
zpusobujici dané onemocnéni, je mozné diky modernim metodam molekulérni
genetiky spolehlivé urCovat pienaSece a tim eliminovat $ifeni této mutace v populaci.
Mezi vyznamna geneticka onemocnéni border kolie, u kterych zname odpovédnou
mutaci, patii pravé syndrom uvéznénych neutrofilti, Imerslund-Grasbeckiv syndrom,
mnohocetna 1ékova resistence, degenerativni myelopatie, dentalni hypomineralizace,
neurondlni ceroidni lipofuscindza a maligni hypertermie. Kauzalni mutaci zname také
pro anomalii oka kolii, vySetfeni psil na toto onemocnéni vSak nejcastéji probiha
oftalmologicky. Dal§imi genetickymi chorobami, pro které maji border kolie
predispozici, patii Pelger—Huétova anomalie, idiopaticka epilepsie, progresivni
retinalni atrofie, primdrni luxace Cocky, primarni glaukom a centronukledrni myopatie.
U téchto dédi¢nych onemocnéni nebyla pti¢inna mutace doposud zji$téna, a proto neni

mozné provadeét jejich diagnostiku pomoci genetickych testu.

vewr

Diky selekci mohou chovatelé a chovatelské kluby podstatné ovlivnit genetickou
kvalitu budoucich generaci a tim samoziejmé 1 kvalitu celé populace daného plemene.
Proto je dulezité¢ stanovit kritéria vybéru tak, abychom byli schopni odhadnout
genotypovou hodnotu chovnych jedinct. Jednim ze zpisobli odhadu genotypovych
vlastnosti psil je rodokmenova hodnota. Pravé v rodokmenu je mozné nalézt vysledky
povinnych vySetfeni natfizenych klubem. UZite¢né jsou také databaze pro konkrétni
dédi¢nd onemocnéni, které chovatelim poskytuji informace o plemenné hodnoté
posuzovanych jedinct. Naptiklad databdze pro psy se syndromem uvéznénych
neutrofild, ktera vznikla v Ceské republice, dnes zahrnuje jedince z Némecka, Belgie,
Polska, Velké Britanie a dalSich 26 statii. Mnoho dédi¢nych chorob u pst vzniklo diky
piibuzenské plemenitbé. 1 v tomto piipadé je stézejni dokonaly odhad genotypové
hodnoty metodami kontroly dédi¢nosti, diky kterym mizeme piedchazet upevnéni
nezadoucich znakii a vlastnosti v populaci. Vzhledem k podminkam chovnosti

stanovenych Ceskym chovatelskym klubem border kolii miizeme zdejsi populaci
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povazovat za pomérné¢ zdravou, jelikoz nejfrekventovanéj$i geneticky podminéna

onemocnéni jsou spolehlivé monitorovana.
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PK CMKU

PPL

border kolie; border collie

kobalamin; cobalamin

anomalie oka kolii; collie eye anomaly
centronukledrni myopatie; cetronuclear myopathies
Ceskomoravska kynologicka unie

dysplazie kycelniho kloubu

dysplazie loketniho kloubu

degenerativni myelopatie; degenerative myelopathy

Mezinarodni kynologicka federace;

Fédération Cynologyque Internationa

idiopaticka epilepsie; idiopathic epolepsy

Mezinarodni asociace ov¢ackych psu; Internation SheepDog Society
vazebna nerovnovéha; linkage disequilibrium

mnohocetna Iékova resistence; mutidrug resistence

maligni hypertermie; malignant hyperthermia

neuronalni ceroidni lipofuscindza; neuronal ceroid lipofuscinosis
Orthopedic Foundation for Animals

polymerazova fetézova reakce; polymerase chain reaction
primarni glaukom; primary glaucoma

P-glykoprotein

Pelger—Huétova anomalie; Pelger—Huét anomaly

plemenna kniha Ceskomoravské kynologické unie

primarni luxace ¢ocky; primary lens luxation
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PRA progresivni atrofie sitnice; progressive retinal athrophy

RFLP restrik¢éni analyza; restriction fragment length polymorphism
RS dentalni hypomineralizace; Raine syndrome
TNS syndrom uvéznénych neutrofill; trapped neutrophil syndrome
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14. Priloha 1:

INFORMACNI DOTAZNIK

Jméno majitele:

Datum a ¢as stéru:

Jméno psa:

Vék psa:

Pohlavi psa:

Cislo zapisu CMKU:

Import psa — p¥ip. odkud: ANO / NE
Linie psa: Vystavni / Pracovni
Pes drive testovan — TNS: ANO / NE
Pozitivni / Negativni
Pes diive testovan — MDR1: ANO / NE
Pozitivni / Negativni
Pes diive testovan — IGS: ANO / NE

Pozitivni / Negativni

Otec psa:

Pes testovan — TNS: ANO / NE
Pozitivni / Negativni

Pes testovan —- MDR1: ANO / NE
Pozitivni / Negativni

Pes testovan — IGS: ANO / NE

Pozitivni / Negativni

Matka psa:

Fena testovana — TNS: ANO / NE
Pozitivni / Negativni

Fena testovana — MDR1: ANO / NE
Pozitivni / Negativni

Fena testovana — IGS: ANO / NE

Pozitivni / Negativni

Kontaktni e-mail majitele:

66




