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Molekularni detekce mutace genu RYR1 zpusobujici
maligni hypertermii u pst

Souhrn

Tématem této prace jsou metody molekularni detekce mutace v genomu psa, zpisobujici

maligni hypertermii.

Préce je rozdélena na dve hlavni Casti. Prvni ¢asti je literarni reSerSe shrnujici poznatky o
maligni hypertermii z oblasti humanni i veterinarni anesteziologie, molekuladrni biologie a
genetiky. V druh¢ ¢asti prace je popsana metodika a zavéry vlastni molekularni detekce vyse

zminéné mutace, provedené v laboratofi katedry genetiky.

Literarni reSerSe se zabyva syndromem maligni hypertermie. Cilem je seznameni se
symptomatickymi projevy, spoustéci, mechanismy, prubéhem akutni maligni hypertermie a
klinickou diagnostikou. V praci jsou popsany prvni piipady pozorovani syndromi maligni
hypertermie a historie vyzkumu, ktery vedl k podrobnému popsani tohoto onemocnéni u ¢loveéka,

psa a ostatnich druhti nesoucich mutaci podminujici maligni hypertermii.

Dalsi casti literarni reserSe je shrnutim poznatkli o mechanismu mutace, detekci sekvenci

obsahujicich tuto mutaci a vlivu na uspofadani proteinti v ryanodinovych receptorech.

V posledni ¢asti literarni reSerSe byly vybrany a popsany laboratorni metody, které jsou
bézné¢ vyuzivany Kneinvazivni detekci mutaci akreditovanymi genetickymi laboratofemi.

Zminén je i vycet laboratoii provadgjicich diagnostiku mutace genu RYR1 v Ceské republice.

Experimentalni bakalafské prace byla zamétena optimalizaci molekularniho markeru
umoziujiciho detekci kauzalni mutace RYR1 genu pomoci metody polymorfismu délky
restrikénich fragmentl (PCR-RFLP). Tato metoda byla aplikovana na 338 zastupcti ruznych
plemen psi. Provedena analyza nepotvrdila vyskyt mutované alely v populacich hodnocenych

plemen. Vysledek metody PCR-RFLP byl potvrzen sekvena¢ni analyzou.

Ziskané vysledky byly diskutovany s literarnimi zdroji, které ve vétsin€ piipadi nehodnoti
realna plemena, ale pracuji s modelovymi vyslechténymi liniemi S predpokladanou segregaci
mutované alely. Byly vysloveny zavéry, Ze v ramci hodnocenych plemen chovanych v Ceské
republice nebude predstavovat mutace genu RYR1 vyznamné onemocnéni. Sporadicky vyskyt

této mutace byl konzultovan rovnéz s komerénimi genetickymi laboratofemi.

Kli¢ova slova: pes domaci, Canis lupus f. familiaris, maligni hypertermie, RYR1, mutace, PCR,

sekvenace



Molecular detection RYR1 gene mutation causing
malignant hyperthermia in dogs

Summary
The theme of this work are methods for molecular detection of mutations in the dog

genome, causing malignant hyperthermia.

The work is divided into two main parts. The first part is a literary research summarizing
knowledge about malignant hyperthermia from the human and veterinary anesthesiology,
molecular biology and genetics. The second part of the work describes the methodology and
conclusions drawn from the molecular detection of above-mentioned mutation, which was

conducted in the laboratory of the Department of genetics.

The literary research deal with malignant hyperthermia syndrome. The aim is to familiarize
with symptomatic manifestations, triggers, the mechanisms, the development of acute malignant
hyperthermia and its clinical diagnosis. The first cases of observation of malignant hyperthermia
syndrome are also described, as well as the history of the research, which led to a detailed
description of this disease in humans, dogs and other species bearing malignant hyperthermia

causing mutation.

The next part of literary research is a summary of knowledge about the mechanism of
mutation, the detection of sequences containing this mutation and influence on the arrangement

of proteins in the ryanodine receptors.

For the last part of literary research commonly used laboratory techniques of non-invasive
mutation detection were chosen. These techniques are mostly used by accredit genetics
laboratories. Listing of Czech laboratories performing diagnostic of gene RYR1 mutation is also
contained.

Experimental part of barchelor’s thesis is focussed on molecular marker optimalization for
casual mutation in RYR1 gene detection by technique of restriction fragment length
polymorphism (PCR — RFLP). This technique was apply to 338 deputies of different dog breeds.
Accomplished analysis didn’t confirm presence of the mutated allele in assessed breed’s

population. Result of PCR — RFLP technique was confirmed by sequence analysis.

Results were discussed with literary sources, which didn’t judge real breeds, but are
developing a model special bred line with presumed mutated allele segregation. The results
indicated, that the mutation of gene RYR1 don’t represent an influential disorder in breeds
harbored in Czech Republic. Sporadic presence of this mutation was consulted with commercial

genetic laboratories.



Keywords: dog, Canis lupus f. familiaris, malignant hyperthermia, RYR1, mutation, PCR,

sequencing
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1 Uvod

Maligni hypertermie je autozomalné dominantni mutace v genomu psa,
lokalizovéana na autozomu 1. Jednd se o bodovou mutaci v genu kodujicim proteiny
ryanodinovych receptorit kontraktilnich svalovych bunék. Tyto receptory maji zasadni
vyznam v distribuci vapenatych iontti do cytoplazmy, coz iniciuje svalovou kontrakci.
Substituce pyrimidinovych bazi v tripletu ma v tomto piipad¢ za nasledek translaci jiné
aminokyseliny. Tim dojde ke zméné proteinového uspotfadani ryanodinového receptoru
a pii styku s volatilnimi anestetiky nebo depolarizujicimi svalovymi relaxanty, uvoliiuje
nadmérné mnozstvi vapenatych ionti. Vysoka koncentrace vapenatych ionti ma za
nasledek svalové kiece, hypermetabolickou odezvu svalovych bun¢k a prudké zvySovani

teploty. Pokud neni v¢as zakro¢eno, mize vést az k smrti.

Jedna se o velmi vaznou poruchu, proto je doporucovano jedinciim, ktefi maji
vV rodinné anamnéze maligni hypertermii, podstoupit vySetfeni. Test na maligni
hypertermii je pouzivan jiz od konce 80. let minulého stoleti. Jedna se o invazivni metodu,
avSak se vzestupem oboru molekularni biologie se objevila moznost testovani

neinvazivniho.

Maligni hypertermie je velice dobfe prozkoumdna a popsana u nékolika
zivociSnych druht. Na zékladé toho 1ze porovnavat seky DNA, které byly oznaceny,
jako nosice mutace u jednoho druhu, s druhem jinym. Diky genetickému mapovani
vybranych zivoc¢iSnych druhli a sekvenace genomu ¢lovéka, se moznosti srovnavani

velice usnadnily.

Volna dostupnost ke genovym databazim, ve kterych se daji dohledat sekvence
mnoha Zivoc¢isnych druhii, nesouci mutaci pro maligni hypertermii. Lze v nich dohledat i
primery ohranicujici tuto sekvenci, a restrikéni enzymy rozpoznéavajici mutovanou
sekvenci. VySe zminéné fakty vedly k detailnimu popsani metod detekovani této mutace,

které jsou shrnuty v literarnim piehledu této prace.

Na zaklad€¢ poznatkii ze zpracovaného literdrniho piehledu byl navrzen vlastni

postup pro detekovani mutace u DNA izolované z bukalnich stért vice nez 300 psu.



2 Cile prace

Cile bakalatské prace vychazeji z nasledujicich védeckych hypotéz:

e Maligni hypertermie je pomérné dobie geneticky prostudované onemocnéni psi.
Mutace genu RYR1 je povazovana za kauzalni pro vznik tohoto onemocnéni.

e [ze predpokladat, ze vyskyt kauzalni mutace genu RYR1 miize byt ovlivnén
plemennou piislusnosti.

e Techniky molekularni genetiky umoziuji tyto mutace identifikovat na urovni

sekvenace PCR amplikonli nebo pomoci genetickych markerd.

Maligni hypertermie je zivot ohrozujici geneticky podminéna choroba, vyskytujici

se napii¢ mnoha zivo¢isnymi druhy. Konkrétni cile této prace byly nasledujici:

e Zpracovat literarni piehled o projevech maligni hypertermie a moznostech jejiho
detekovani u Canis lupus f. familiaris.

e Na ziklad¢ publikovanych primerii optimalizovat amplifikaci oblasti RYR1
s vyskytem kauzalni mutace a detekovat tuto mutaci restrikéniho $tépeni PCR
produktu.

e Oveéftit vysledky optimalizovaného markeru pomoci sekvenac¢ni analyzy.



3 Literarni reSerse

3.1 Maligni hypertermie

Syndrom maligni hypertermie je farmakogenetickou poruchou kosterniho svalstva,
piimo ohroZzujici zivot pacienta vystaveného celkové anestezii. Manifestace onemocnéni
je podminéna genetickou dispozici s autozomalné dominantni dédicnosti, takika vzdy
vyvolana stykem organismu s volatilnimi anestetiky, nebo svalovym relaxantem
sukcinylcholinem (Narodni centrum pro diagnostiku maligni hypertermie, 2006); (Jurkat-
Rott et al., 2000).Vzacné byly popsany piipady vyskytu maligni hypertermie po vystaveni
organismu stresu a zvysené teploté (Tobin et al., 2001).

MV

vapenatych kanalcich kosterni svaloviny (Jurkat-Rott et al., 2000).

Statisticky se jedna o pomérné vzacné onemocnéni. Dle Narodniho centra pro
diagnostiku maligni hypertermie, se dispozice vyskytuje u jedné z 10 000 — 15 000 osob.
Epidemiologické studie Malignant Hyperthermia Association of the United States (2016)
ukazuji, ze maligni hypertermie zptsobuje komplikaci u jednoho z 100 000 operacnich
zakrokud u dospélych osob, a jednoho z 30 000 zakrokti u déti. Jurkat-Rott (2000) vsak ve
své praci uvadi Castéjsi vyskyt, a to jeden pripad z 50 000 u dospélych a jeden ptipad
z 15 000 u déti.

Kumulace anestetik v organismu vede Kk patologickym zménam, v disledku
nekontrolovaného navySeni véapenatych iontii Vv sarkoplazmé svalovych vlaken, coz
vyvolava fadu symptomi typickych pro maligni hypertermii. Specifickym ukazatelem je
navysSeni objemu vydechovaného COg, za vylouceni zavady na méficim ptistroji. Mezi
dalsi vyznamné symptomy patii tachykardie, tachypnoe, acidéza, svalova ztuhlost a

vzéacné rhabdomyolyza (Barash, 2009).

Symptomy pfipominajici maligni hypertermii byly pozorovany i u pacientd
s diagnézou myotonie fluctuans, Duchennenovy a Beckerovy dystrofie, myotonie
congenita a myotonickou dystrofii. AvSak pravd maligni hypertermie byla potvrzena
pouze u Evansovy myopatie, syndromu King Denborough a central core myopatie
(Jurkat-Rott et al., 2000).



Standartni test pro diagnostiku dispozice k maligni hypertermii v Evrop¢, u ¢lovéka,
je invitro kontrakéni test (IVKT), provadény na vzorku svalové tkané, odebrané z vastus
lateralis m. qudriceps femoris (zevni hlava ¢étythlavého svalu stehenniho) (Narodni

centrum pro diagnostiku maligni hypertermie, 2006).

Jedna se o druhové nespecifickou mutaci. U ¢lovéka byly symptomy maligni
hypertermie poprvé pozorovany kolem roku 1890. Postihuje i ¢eledé Suidae, Canidae a
Felidae, Equidae a Cervidae (O'Brian et al., 1984).

Jak jiz bylo zminéno vyse, maligni hypertermie je autozomalné dédi¢na, proto je
vetsinou geneticky test provadén u pst uréenych k chovnym uceltim, na Zadost majitele
nebo u pst pochazejicich z linie, u které byla mutace prokazana. Tyto testy provadi

akreditované genetické laboratofe, jejichz seznam je uveden v kapitole 3. 4.

3.1.1 Historie
Piedpoklady vyskytu maligni hypertermie se zaaly objevovat az pii vzestupu
moderni anestezie. Jelikoz se vSak jedna o chorobu dédi¢nou, jeji manifestace byly

nepochybné pozorovany davno pted jejim oficialnim objevenim (Britt., 1987).

Na pocatku éry anestezie za pomoci éteru a chloroformu, bylo jakékoli
monitorovani pacientova stavu minimalni. Umrti pii operacich ziistavala &asto bez
vysvétleni. AZ poCatkem 20. stoleti se zacaly objevovat védecké ¢lanky a prace ohledné
vyskytu nahlé horecky a tachykardie u pacientti v prib&hu anestezie nebo ihned po podani
anestetik. Jelikoz se mnoho z hlasenych pfipadi udalo v letnich mésicich, nebyl jim

prikladan velky vyznam kvuli pfedpokladu, Ze se jednalo o uzeh (Britt., 1987).

V prubéhu let 1935 — 1960 bylo publikovdno mnoho studii zaméfujicich se na
zvySenou teplotu pii podani anestetik. Mezi stézejni prace patfily publikace Artura
Ernesta Guedela, ktery pozoroval pies 20 pfipadii horecky u pacientil v pribéhu anestezie
koncici smrti, jejichz néasledna pitva odhalila mozkovy edém. J. Alfred Lee podotkl
v edici ,,A synopsis of anesthesia® z roku 1953, na zvySeny vyskyt tzv. éterovych kieci a
horecky u mladych pacienti. Az Stuart C. Cullen, ve tfeti edici ,,Anaesthesia in General
Practice™ sepsal seznam spole¢nych symptomd, do kterych zahrnul vysokou vnéjsi nebo

vnitini teplotu, retenci oxidu uhli¢itého a hypoxii (Britt., 1987).



Oficialn¢ byla maligni hypertermie popsana v roce 1960 Dr. Michaelem A.
Denboroughem a Dr. Richardem R. H. Lovellem v ,,The Lancet”, podrobnéji pak v roce
1962 v ,British Journal of Anaesthesia®“. Prilomové bylo zejména zohlednéni
genetického faktoru, k ¢emuz pomohla rodinnd anamnéza jednadvacetilet¢ho pacienta
s otevienou zlomeninou pravé nohy. Pacient uvedl, Ze asi deset jeho pfibuznych zemielo
po vystaveni éterové anestezii (Ohnishi et Ohnishi, 1994). Pti editaci ¢lanki v ,,Canadian
Anaesthetists Society Journal®, vychazejicich ze sympozia v Toronru v roce 1966
zaméefeném na nové poznatky o prudké hypertermii, pojmenoval tento jev jako maligni

hypertermie (Britt., 1987).

V roce 1970 byla zjisténa spojitost mezi stresovym syndromem prasat a maligni
hypertermii. To poskytlo zvifeci model pro dal§i vyzkum maligni hypertermie, zejména
rasy Landrace, Poland-China a Pietrain vykazovaly typické piiznaky maligni hypertermie
po vystaveni volatilnim anestetikim a sukcinylcholinu. Za navrzenim zdokonaleni in
vitro diagnostického biotestu stal vyzkumny tym Dr. Karlowa. V roce 1975 pak Gaisford
G. Harrison potvrdil u¢innost dantrolenu pti 16€bé piiznaki maligni hypertermie u prasat,
u lidi bylo intravenézni podavani povoleno Americkym Utadem pro kontrolu potravin a
1&¢iv v roce 1979. V 80. letech 20. stoleti bylo ve Spojenych statech, Kanadé a Velké
Britanii zaloZeno mnoho organizaci, Sificich povédomi 0 nemoci jak u pacienti

diagnostikovanych se syndromem maligni hypertermie, tak u 1ékatu (Barash, 2009).

Halotan — kofeinova zkouska (v angli¢tiné Caffeine Halothane Contracture Test -
CHCT) byla standardizovan na zakladé¢ vyzkumu North America Malignant
Hyperthermia Registry, zalozeného ve Spojenych statech koncem 80. let (Barash, 2009);
(Jurkat-Rott et al., 2000).

Vroce 1985 byl demonstrovano, doktorem J. R. Lopezem a jeho kolegy,
dramatické zvySeni intracelularni koncentrace vépenatych iontd, b&hem maligni
hypertermické krize, ve svalu odebraném z prasete i ¢lovéka se senzitivitou vaci maligni
hypertermii. Po vystaveni svalu dantrolenu byla vysokéa koncentrace vapenatych ionti
zvracena. Pokus doktora Lopeze a kolektivu byl velkym pokrokem v pochopeni

patologické fyziologie maligni hypertermie (Barash, 2009).

V pribéhu 90. let 20. stoleti byly identifikovany geny spojené s citlivosti na maligni
hypertermii za pomoci molekularn¢ biologickych metod. Diky tomuto byl v roce 2003

vyvinut klinicky geneticky test na maligni hypertermii (Barash, 2009).



3.1.2 Klinické projevy

Pii syndromu maligni hypertermie dochazi k nekontrolovatelnému navyseni
metabolické aktivity svalii pfi vystaveni organismu volatilnim anestetikim nebo
depolarizujicim svalovym relaxantim. ZvySena metabolickd aktivita bun€k kosternich
svall je nasledkem uvolnéni velkého mnozstvi zasobnich myoplazmatickych vapenatych
iontll ze sarkoplazmatického retikula skrz ryanodinovy receptor. Vysokd koncentrace
vapenatych iontl zpiisobi svalovou ztuhlost, kterd je casto jako prvni postfehnutelnd na
m. masseter (zevni sval Zvykaci), a pozdé&ji i na dalSich kosternich svalech (Jurkat-Rott et
al., 2000). Ztuhnuti m. masseter stézuje intubaci pti dychacich potizich (Britt et Kalow,
1970). Nasledn¢ dochazi k aktivaci glykogenolyzy a bunééného metabolismu, coz vede
ke zvyseni teploty, dle méteni Britta a Kalowa (1970) az na 42 °C, a nadbyte¢né produkci
laktatu. Zahajenim oxida¢niho cyklu dochazi ke zvySené spotiebé kysliku a zaroven
k vysoké produkci oxidu uhli¢itého nasledované rychlym spotiebovavanim ATP. Tyto
metabolické pochody vedou k systematickym defektiim jako je acidoza, hyperkapnie a
hypoxémie. Castym, av$ak nespecifickym, ptiznakem je tachykardie. Pokud se zaénou u
pacientll projevovat tyto pfiznaky, a neni zahdjena okamzitd 1écba, dochéazi az v 70 %
pripadt k umrti v disledku komorové fibrilace, plicniho edému, poruch srazlivosti krve,

poskozeni mozku z nedostatku kysliku nebo selhani ledvin (Jurkat-Rott et al., 2000).

3.1.3 Diagnostika
NejcastejSi diagnostické postupy se rozdéluji do dvou zdkladnich kategorii:

invazivni a neinvazivni.

Invazivni metodou je In Vitro Kontraktilni Test (IVKT) provadény na vzorku
svalové tkan€ odebraném biopsii. Tato metoda je rozSifend a pouzivana zejména
Vv Evropé. Za jejim vyvojem stala The European Malignant Hyperthermia Group (EMHG)
(Loke et MacLennan, 1998) . EMHG také sestavila nasledujici protokol (1984) a
standardizovala postup pti provadéni IVKT. Po biopsii je nutné provést test nejdéle do 5
hodin pfi teploté 37 °C. Doporucena velikost vzorku je 15 — 25 mm délky a 2 — 3 mm
tloustky. Hlavnim principem je stimulace odebraného vzorku svalu, v Krebs — Ringerové
roztoku (118,1 mM NaCl, 3,4 mM KCI, 0,8 mM MgSOs . 7H.0, 1,2 mM KH2PQOg4, 25
mM NaHCOs, 2,5 mM CaCl, . 6H20, 11,1 mM glukézy) s pH 7,4, elektrickym

supramaximalnim stimulem o frekvenci 0,2 herzt (Hz) a délce 1 milisekundy (ms), za



soucasného okyslicovani smési Carbogen. Nasleduji testy reakci po vystaveni kofeinu a
halotanu. Pro staticky kofeinovy test se napéti postupné zvySuje, pro dosazeni
piijatelnych svalovych zaskubu, soucCasné se zvySuje 1 koncentrace kofeinu a jsou
snimany reakce pfi maximalni sile zaskubu. Vysledek statick¢ho kofeinového testu je
Staticky halotanovy test je obdobny jako kofeinovy, misto kofeinu je vSak pouzit plynny
halotan o vzristajici koncentraci (0,5, 1,0, 2,0 az 3,0 %), a to vCetné interpretace
vysledkii. Dynamicky halotanovy test spociva ve vystaveni svalového vlakna halotanu po
dobu 3 minut. VIdkno je dale konstanté¢ natahovano o 4 mm za minutu po dobu 1,5
minuty, nasledné udrZzovano v natazeném stavu po dobu 1 minuty. Tento proces je
opakovan jednotlivé pro kazdou vySe uvedenou koncentraci halotanu. Hranice
koncentrace halotanu je uréena na hodnotu, pii kterém doslo k nardstu napéti ve svalu o
vice nez 0,2 g. Kazdy z vyse uvedenych testi by mél byt opakovan ttikrat, pokazdé na
Cerstvych vzorcich od stejného jedince. Na zakladé méteni reakei svalovych vlaken lze
pacienty rozdélit do tfi skupin. Malignant Hyperthermia Susceptibility (dale jen MHS)
skupina zahrnuje pacienty s prokazanou dispozici k maligni hypertermii. Kritérii pro tuto
skupinu je reakce na kofeinovy test pfi koncentraci kofeinu rovné nebo nizs$i nez 1,5
mmol, a zaroven reakci na halotanovy test pfi koncentraci halotanu rovné nebo nizsi nez
2%. Malignant Hyperthermia Normal (dale jen MHN) skupina nevykazuje znamky
maligni hypertermie. Kritérii této skupiny jsou reakce na kofein pti koncentraci kofeinu
3 mmol a vyssi, zaroven reakce na halotan pfi koncentraci 3%. Malignant Hyperthermia
Equivocal (dale jen MHE) skupina zahrnuje jedince, u kterych byly vysledky nejasné,
bez ohledu na rodinou anamnézu. Pacienti zatfazeni do skupiny MHE by méli byt pfi

anestezii sledovani a povazovani za MHS (Jurkat-Rott et al., 2000).

Druhou invazivni metodou je Halotan - kofeinovy kontraktilni test (CHCT). Jedna
se diagnostickou metodu vyvinutou the North American Malignant Hyperthermia
Registry (Loke et MacLennan, 1998). Biopsie je provadéna z vastus lateralis m. qudriceps
femoris pii lokalni anestezii. Potfebna velikost vzorku je 3,5 x 2 x 1,5 centimetru. Vzorek
se vklada do Ringer — Krebsova (slozeni uvedeno vyse) roztoku, o pH 7.4,
okyslicovaného smési Carbogen (95% 02 a 5% COz). Odebrany vzorek je rozdélen na 3
— 4 mensi vzorky, které se vkladaji do vertikalnich komor o objemu 50 mL. Jeden konec
kazdého vzorku je zafixovan svorkou a druhy konec kazdého vzorku je pfipevnén

k siloméru (FT — 03 force transducer) pro snimani izometrického napéti. Komory se



naplni Ringer — Krebsovym roztokem o teploté 0,1 °C. Svalové zaskuby jsou vyvolany
elektrickou stimulaci (50 V, 2 ms, 0,2 Hz). Za Gcasti kvantifikatoru signalu CyberAmp je
signal digitalizovan a analyzovan. Po 30 minutové adaptaci se piidava do komor kofein
ve zvySujicich se koncentracich (0,5, 1, 2, 4, 8 a 32 mM) po 4 minutach. Po ukonceni
kofeinového kontraktilniho testu jsou komory peclivé vymyty, pro eliminaci rizika
kontaminace. Procedura méteni izometrického napéti je opakovana, a po 30 minutich
adaptace se pifiddva plynna smés 3% halotanu za sou€asného probubldvani Ringer —
Krebsova roztoku Carbogenem po dobu 10 minut. Vzorky, které nejevily Zzadné znamky
svalovych zaskubu, se z testu vyrazuji. Hranice napéti pro pozitivni diagnézu maligni
hypertermie je 0,2 g pti reakci na kofein a 0,7 g na halotan. Na zaklad¢ téchto kritérii jsou
pacienti rozdéleni do skupin MHS a MHN (Abreu et al., 2010).

Pfi srovnani obou diagnostickych testu je patrné, ze odchylky pfi postupu jsou
minimalni. CHCT je vyuzivana zejména ve Spojenych statech. IVKT je preferovany
zpusob diagnostiky v Evropé. Za jediny vétsi rozdil lze povazovat skupinu MHE u

diagnostiky pomoci IVKT. Tato skupina vSak neni uznana jako oficidlni diagnoza.

Neinvazivni metodou je prizkum genetické¢ informace, zacilen na gen RYRI,
koédujici ryanodinové receptory. Jako vzorek postacuje menS$i mnozstvi krve.
Ptedpoklddany lokus nesouci mutaci podminujici maligni hypertermii je podroben
genetické segregaéni analyze. Vybrané sekvence u ¢lovéka, ve kterych se pfitomnost
mutace projevi nachylnosti k maligni hypertermii, jsou uvedeny v tabulce (viz piilohy
obrazek 5). Metoda genetické analyzy byla v Evropé schvalena EMHG (Urwyler et al.,
2001). Tato metoda byla schvalena ve Spojenych statech instituci Malignant
Hyperthermia Association of the United States (MHAUS) v roce 2006. Jeji vyhody jsou
zejména niz$i nakladovost a absence biopsie. Rozvoj metody genetického testovani byl
umoznén diky projektu lidského genomu (HGP), ktery pomohl k osekvenovani takika
25 000 lidskych genti (Anderson - Pompa et al., 2008).

U pacienta se syndromem maligni hypertermie by mélo byt provedeno testovani
invazivni i neinvazivni metodou (Abreu et al., 2010). Ve vyjimeénych ptipadech dochazi
Kk protichidnym vysledktim pfi pouziti invazivni i neinvazivni metody u téhoz pacienta.
Pokud ma takovyto pacient vrodinné anamnéze nachylnost Kk syndromu maligni
hypertermie, musi byt bran, i pies protichudné vysledky, jako HMS (Urwyler et al.,
2001).



3.1.4 Maligni hypertermie u psi

U pst byla maligni hypertermie poprvé popsdna v roce 1973. VétSina symptomul
doprovazejici maligni hypertermii je u psu stejna jako u lidi (viz kapitola 3. 1. 2.). Tedy
zvyseni vydechovaného CO?2, rektalni teploty a tepové frekvence. Mezi dal§i symptomy
patii tachykardie, acid6za, a pokud neni podan dantrolen dochazi v terminalnim stadiu i

ke svalové rigidité¢ (Nelson, 1991).

Projevy maligni hypertermie u psi, zjisténé na zakladé rozboru krve, zahrnuji
zvySené hodnoty kreatinkindzy, hemoglobinu, retikuloidi a abnormalni kiehkost
erytrocytll. ZvySené jsou i hodnoty koncentrace NaCl (t¢émét o 10 mM nez u zdravych
psil). Funkce membranové Ca?* aktivované ATPazy vzrostla o celych 100%, coz je
pravdépodobné nasledek kompenzacni adaptace na zvySenou koncentraci vapenatych
iontll V intracelularnich prostorech. Abnormalni kiehkost erytrocytti je pravdépodobné
disledkem deficitu gluk6zo-6-fosfat dehydrogenazy (G6PD). ZvySeni koncentrace
vapenatych iontll ma za nésledek hypermetabolickou odezvu v myoplazmé, ¢imz vznika
velké mnozstvi volnych radikald. Hromadénim volnych radikalu dochéazi k defektu
Vv antioxida¢nim systému, a tim i kumulativnimu poskozeni svalové tkané. Druhotnym
nasledkem hypermetabolické odezvy je zvySovani teploty nad 40 °C (O'Brian et al.,
1984).

3.2 Mutace v genu RYR1

3.2.1 Exon17

Bodovd mutace vgenu RYR1 zpiasobujici maligni hypertermii ma nékolik
kandidatnich tripleti (tzv. hot spots), pfi¢emz substituce nukleotidu jen v jednom z nich
vede ke vzniku maligni hypertermie. U ¢lovéka bylo prozatim nalezeno 14 tripletu (viz
piilohy obrazek 5), Casto zastoupenych u pacienti MHS, kteti podstoupili IVKT
(Brandom, 2006); (Urwyler et al., 2001).

U rodu Canidae byl zajem Gronka (2000) zamé&ien na 1843. nukleotid na exonu 17
genu RYR1, ktery byl oznacen jako hot spot pro mutaci zpiisobujici maligni hypertermii
u clov€ka a prasete. Izolovand& DNA zkrve byla podrobena 30 cyklim PCR
s forwardovym primerem (dale jen RYRI1 F)
5¢... GTTCCCTGTGTGTGTGCAATGGTG...3", ktery odpovida nukleotidim 1811 —
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1834 vprase¢i cDNA. Reversni primer (dile jen RYRI R) o sekvenci
5¢ ... GCCAGGGAGCAAGTTCTCAGTAAT...3, ktery je komplementarni
s nukleotidy 1961 — 1884 cDNA. Separace produktu byla uskute¢néna prostiednictvim
10 % polyacrylamidového gelu. Pro neradioaktivni PCR — SSCP analyzu bylo tieba
produkt denaturovat na jedno vlaknovou DNA. Amplifikovany exon 17 byl naklonovan
Vv bakterialnim plazmidu (pGem5 Zf-). Po vycisténi plazmidové DNA byly dvou
vldknové templaty osekvenovany za pouziti primerd Cy5°‘. Univerzalni primer
5... Cy5 - d[CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT]...3’, reversni primer
5 ... Cy5 — d [CAGGAAACAGCTATGAC]...3’. Po sekvenaci produktii probé&hla

analyza a byly vyvozeny zav¢ry.

Z analyzy vyplynulo, Ze délka amplifikovanych fragmentt diive testovanych druhti
(Zebrine, Ovine, Anserine), byla stejna i u testované celedi Canidae, a zaroven byla
homologni s prase¢im exonem 17. Osekvenovany fragment DNA vybranych jedinct
Vv Celedi Canidae byl porovnan s fragmenty lidské a prase¢i DNA. C — T transverze
Vv oblasti 1836. nukleotidu u vI¢i DNA, ani T — C tranzice na pozici nukleotidu 1857 u
1i§¢i DNA nezménila sekvenci aminokyselin, tudiz byly vylou¢eny jako potencionalni hot
spoty pro maligni hypertermii. AvSak T — C tranzice v oblasti 1846. nukleotidu u li§¢i
DNA zménila translatovanou aminokyselinu ze serinu na prolin, a byla tedy oznacena za

potencionalni hot spot (Gronek et al., 2000).

3.2.2 Exon15

Vice rozsahla prace M. C. Roberts et al. (2001) pouzivala specialné vyslechténou
linii, pficemZ v parentélni linii byl kiiZen MHS otec (kiizenec dobrman —némecky ov¢ak
— kolie — labradorsky retrivr) se tfemi nepiibuznymi MHN matkami ktiZzeneckého
puvodu. V F2 generaci bylo dostupnych 52 pst pro genetické testovani. Vzorky DNA

byly izolovany z krve a svalovych vlaken.

Gen RYR1 byl lokalizovan na chromozomu 1 (CFAO1) prostfednictvim radia¢niho
hybridniho mapovani. Polymorfni mikrosatelitni markery z CFAOL byly vyselektovany
pro znaceny lokus (REN143K19-RYR1-FH2294-FH2326-C0O1.164-FH2309-C0O1.251-
C01.246-FH2313-FH2016), v rozpéti 90,7 centiMorgant. Vysledny haplotyp je shrnut
Vv obrazku 6 (viz ptilohy). Z haplotypu je patrné, Ze mutace je vloZena mezi markery

REN143K19 a FH2294. Pti porovnani radiacni hybridni mapy a vazebné mapy ve stejné
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proximalné telemetrické pozici, 1ze odhadnout vzdalenost mezi markery (viz pfilohy

obrazek 7) (Roberts et al., 2001).

Fragmenty genu RYR1 pro PCR byly vybrany na zakladé¢ identifikovanych sekvenci
(viz ptilohy obrazek 8) nesouci mutaci u lidi a prasat. K témto fragmenttim byly pfifazeny
ptislusné F a R primery, pfevzaté od Clovéka, prasete a kralika. Produkty PCR byly
vlozeny in vitro vektorem do E. coli. Naklonované templaty byly podrobeny piimé
sekvenaci. U jedince s potvrzenou MHS byl odhalen T — C polymorfismus na pozici
1640. nukleotidu v exonu 15. Alela T1640C byla odhalena v 6 klonech z 22 (dalsich 16
reprezentovalo MHN wild type), coz dokazalo, ze polymorfizmus na této pozici je
genetickou substituci, nikoliv chybou v amplifikaci ¢i sekvenovani. Tranzice
v nukleotidu 1640 ma za nasledek vyménu valinu za alanin na pozici 547. aminokyseliny.
Z predchoziho porovnani osekvenovanych casti genu RYR1 c¢loveka, prasete, krysy,
kralika a psa bylo zjisténo, ze na pozici 547. aminokyseliny je fylogeneticky zafixovany
valin (Roberts et al., 2001).

Z vyse uvedenych zjisténi vyplynula sekvence mutace 5°... TGGCCA...3", ktera je
rozpoznavaci sekvenci restrikéniho enzymu MIsl (Mscl). Fragmenty DNA byly
amplifikovany za pfitomnosti RYR1 F a RYR1 R primert. Produkty PCR byly nasledné
vystaveny restrik¢nimu enzymu MiIsl, ktery, v pfipadé pfitomnosti T — C tranzice na
dané pozici, fragmenty rozstépil. Po elektroforetické separaci byly z elektroforeogramu
odecteny vysledky. Mozné genotypy byly tfi. Dominantni homozygot TT (thymin na
pozici 1640. nukleotidu) MHN wild type s nerozs§tépenym fragmentem. Dominantni
homozygot CC (cytosin na pozici 1640. nukleotidu) MHS s obéma fragmenty
rozStépenymi. Heterozygot TC (na jedné alele thymin, na druhé cytosin) MHS s jednim
fragmentem rozstépenym a druhym ne. Heterozygot TC MHS byl dikazem, Ze maligni

hypertermie je dédiéna dominantné (Roberts et al., 2001).

Uvedené vysledky M. C. Roberts et al. (2001) dokazuji, Ze pro neinvazivni
diagnostiku maligni hypertermie u pst lze vyuzit analyzu polymorfismu délky

restrikénich fragmentd.
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3.2.3 VIliv mutace na usporadani RYR1

ZvySovani intraceluldrniho Ca?* je kontrolovano obousmérmou signalizaéni
interakci mezi L-type Ca?* kanaly v sarkolemé (DHPRs) a Ca?* vypoustécimi kanaly
(RYR1) sarkoplazmatického retikula. Pti svalové kontrakci je akéni potencial indukovan
konforma¢nimi zménami v dyhydropyridinovych receptorech (DHPRs). Tim se oteviou
ptilehlé RYR1. Hlavni role DHPR a RYR1 proteint je udrzovani homeostazy vapenatych
iontl ve svalové buiice, a jejich ¢innost je na sobé zavisla. Bodova mutace, podmiujici
vznik nachylnosti k maligni hypertermii, v konkrétnim tripletu zapiicini na této pozici
translaci jiné aminokyseliny. Zména v potfadi aminokyselin vede k odlisSné stavbé
myotubuld, tvoficich Ca?" propustné kanaly. V disledku toho neefektivné vypousti
vapenaté ionty ze sarkoplazmatické retikula, jako odpovéd’ na depolarizaci sarkolemy.
Velké mnozstvi vapenatych iontt vede k poskozeni jader bunék, a neschopnosti zpétné

kontrolovat a snizovat mnozstvi Ca?* v buice (Avila et Dirksen, 2001).

3.3 Molekularni detekce mutace genu RYR1

3.3.1 Polymeriazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (dale jen PCR) umoziuje amplifikaci vybranych
DNA sekvenci. Vyuziva pivodni DNA jako templat pro syntetizaci stejnych fragmentt.
Kazdy takto syntetizovany fragment se stava templatem pro dal§i syntetézu, coz je
hlavnim principem fetézové reakce. Reakce se ucastni nékolik komponentd: templat
s primery oznafenou cilovou sekvenci, F a R primery komplementarni se zacatkem a
koncem sekvence urcené k amplifikaci, DNA polymeraza (Taq polymeraza separovana
z Thermus aquaticus), deoxynukleosid trifosfataza (ANTP), pufry KCl a MgC12, hovézi
sérovy albumin (BSA), ENHANCER a voda. PCR probiha v termocykleru (Clark et
Pazdernik, 2012).

Primery, komplementarni s cilovou sekvenci, jsou dohledatelné ve volné ptistupné
databazi BOLDSystem (2014). Databaze je mezinarodni a neustale doplfiovana o nové
primery, za soucasné kontroly stavajiciho obsahu. Na obsahu se podili vice nez 120

organizaci (Ratnasingham et Hebert, 2007).
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PCR ma Sest zakladnich krokt. Prvnim krokem je iniciace probihajici pii teploté
94 — 98 °C po dobu 1 — 9 minut, to je potiebné pro aktivaci DNA polymerazy. Druhym
krokem je denaturace probihajici pfi teploté 94 — 98 °C po dobu 20 — 30 vtefin. Faze
denaturace slouzi k rozpusténi vodikovych mistki, rozvolnéni DNA a vzniku
jednovlaknovych molekul DNA. Ttetim krokem je annealing probihajici za teploty 50 —
60 °C po dobu 20 — 40 vtefin. Pii annealingu dochazi k nasedani primert na konkrétni
vazebna mista. Ctvrtym krokem je elongace, teplota je zavisla na pouzité polymeraze (v
piipadé Taq je optimalni 70 — 80 °C) a elongace probiha 1 — 2 minuty. Dochézi
Kk syntetizovani novych vldken komplementarni s pdvodnimi. Faze denaturace,
annealingu a elongace se 30 — 40 cyklicky opakuji. Patym krokem je zavére¢na elongace,
ktera probiha za teploty 70 — 74 °C po dobu 5 — 15 minut, po poslednim cyklu PCR, aby
bylo jisté, Zze vSechny fragmenty jsou kompletné syntetizovany. Poslednim krokem je
zaveérecné pozdrzeni, neni omezeno ¢asove, a mize slouzit ke kratkodobému uchovavani

produktii PCR. Teplota v této faze je 4 — 15 °C (Saiki et al., 1985); (Saiki et al., 1988).

Vysledky PCR lze zpracovavat, meéfit a vizualizovat né€kolika zplsoby.
Nejcastéjsim zpusobem je elektroforeticka separace nukleovych kyselin (viz kapitola 3.

3.4).

3.3.2 Polymeriazova retézova reakce- polymorfismus délky restrikénich fragmenti
Po interpretaci vysledki sekvenace produktu PCR a stanoveni kandidatniho tripletu
hledané mutace, je nutno vybrat pfislusny restrikéni enzym, komplementarni

S mutovanou sekvenci.

Vyhledani pfislusného enzymu je mozné v databazi REBASE (2009). Restrikéni a
modifikacni systémy jsou oznaceny dle mezindrodné uznavané nomenklatury. Webové
stranky shrnuji veSkeré znamé informace o restrikénich enzymech, vcetné
rozpoznavacich sekvenci jednotlivych enzym a jejich komercni dostupnosti. V souc¢asné
dobé databaze obsahuje 4 000 biochemicky nebo geneticky charakterizovanych
restrikénich enzymi. Soucasti databaze jsou 1 odkazy a propojeni na dal§i mezinarodni
genové databaze, jako je National Center for Biotechnology Information (NCBI),
GenBank a PubMed (Roberts et al., 2009).
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Pritomnost mutace je prokazéana v pfipad¢, ze se v daném amplikonu vyskytuje
sekvence rozpoznavana piislusnym restrikénim enzymem. Diky tomu dojde k rozstépeni
amplikonu. Stépené produkty lze separovat pomoci elektroforetické separace a nasledné

detekovat prostiednictvim UV transiluminatoru (Roberts et al., 2001).

3.3.3 Znaceni pomoci genetickych markert
Diky Human Genom Project byla osekvenovana velka ¢ast lidského genomu, coz

umoznilo mapovani genomu a vznik mnoha databazi (Beyer et al., 2007).

Jednotna radiacné¢ hybridizovana (RH) mapa genomu Canidae zahrnuje 720
markerd. V pribéhu vyvoje této mapy byly nalezeny spojitosti mezi geny podminujici
konkrétni choroby a neznamymi polymorfnimi markery. Zaroven byly vyvinuty
mikrosatelity a chromozom-specifické genetické markery. Pro kompletni RH mapovani
musi byt screenovano stovky meidz, pro rozliSeni vzdalenosti mezi velmi blizkymi
markery. Avsak diky této mapé genomu Canidae je mozno nalézt konkrétni markery pro
konkrétni genové sekvence, lokusy i chromozomy pii srovnani S vlastni RH mapou

danych jedinct (Mellersh et al., 2000).

Markery nejbliz§i mutaci zptisobujici MHS jsou FH2294 s LOD skorem (vuci
MHS) 8,9, REN143K19 s LOD skoérem (vu¢i MHS) 8,24 a FH2294 vuci REN143K19
LOD skére 7,65. Pro vylouceni vazby je pozadovano LOD skdére mensi nez 2, coZ ani
jeden z markerd nespliuje. Da se tedy S jistotou fici, Ze vazba mezi t€émito markery a

MHS je ptitomna (Roberts et al., 2001).

3.3.4 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin na agarézovém gelu
Elektroforeticka separace je technika pro separaci nukleovych kyselin dle
velikosti. Je pouZzivana pii analytickych technik4ch jako mapovéani pomoci restrikénich
enzymu, potvrzeni pivodu plazmidi, posuzovani velikosti produkti PCR, sekvenacni
analyzy, porovnani polymorfismu v populaci, preparativni techniky jako separace

fragmenti pro obnoveni a klonovani (Brody et Kern, 2004) .

Zakladnim principem elektroforetické separace, je pohyb zaporné nabitych
nukleovych kyselin skrz agar6zovy gel, v elektrickém poli smérem k anodé. NaruSeni

vodikovych mistkti elektrickym polem umozni orientaci vldken gelu v elektrickém poli.
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Kratsi molekuly migruji rychleji a dale, jelikoz 1épe prostupuji pory agardézového gelu.
Velikost jednotlivych vzorkli je mozno odeCist porovnanim pozice fragmentu s

GeneRuler (Lewis, 2015).

Hustota gelu je zavisla na velikosti produktu. Obecné plati, ze ¢im je produkt
mensi, tim musi byt gel hustsi (Stellwagen, 2009). Pro fragmenty DNA o velikosti 5 — 10
kbp je nejvhodnéjsi gel o koncentraci 0,7%. Gel 2% je vhodny pro fragmenty o velikosti
0,2 — 1 kbp. Pro fragmenty mensi nez 200 bp jsou vhodnéjsi polyakrylamidové gely
(Lewis, 2015). Samotna vyroba gelu je popsana v kapitole 4. 8.

Napéti a doba elektroforézy je zavisla na velikosti elektroforetické vany (Lewis,
2015).

Vizualizace je mozna diky pfidani ethydium bromidu (déale jen EtBr) do
agarozového gelu. EtBr je vysoce mutagenni, avSak umoznuje vizualizaci fragmenti pfi
vystaveni UV svétlu v UV transiluminatoru, kterym je mozno zaznamenat vysledky
separace v podob¢ elektroforeogramii. Druhou moznosti je znaceni DNA radioizotopy a
umisténi fotografického papiru do blizkosti gelu. Dalsi alternativou je skenovani gelu
detektorem, méticim piimo B emise. Pro vizualizaci DNA molekul v celych bunikach je

DNA znacena digoxigeninem (Alberts et al., 2015).

3.3.5 Sekvenace
Sekvenace je proces urCovani potradi nukleotidi na zakladé komplementarity
s vlozenym fragmentem DNA. Mezi nejvyznamnéjs$i metody patii Maxam — Gilbertova

Metoda, Sangerova metoda, pyrosekvenovani a nejnovéjsi metody (Carlson, 2010).

Pro Gspésné sekvenovani je nutno dodrZzovat nékolik pravidel. DNA by méla byt
Cista, bez ptfitomnosti proteinl, RNA a polysacharidii. Templat by mé&l byt pred pridanim

sekvenaéni smési a primert vysuSeny a procistény etanolem (Nucleics, 2016).

Maxam — Gilbertova metoda je zaloZena na principu rozstépeni fragmentu
chemikaliemi v misté konkrétniho nukleotidu. Nevyhodou této metody je zejména vyuziti
velkého mnozstvi nebezpeénych chemikalii, jako je radioaktivni fosfor, dimetylsulfat,

piperidin a hydrazin (Carlson, 2010).
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Sangerova metoda vyuzivd DNA polymerazu, spolecné se specidlnimi
dideoxynukleotidy (ddNTP’s), pro vytvoreni ¢asteénych kopii DNA fragmentu pro
sekvenaci. Do reak¢ni smési jsou piidany ¢tyfi rozdilné obarvené ddNTP’s. Produkt je
umistén do gelu v kapilafe a separovany elektroforézou. Kamera zaznamenava barvu
kazdého frekvencniho pasma, pfi jejich pohybu skrz gel. Data jsou pfevadéna do pocitace,

ktery sekvence shromazd'uje (Alberts et al., 2015).

Pyrosekvenace vychazi ze Sangerovy metody vyuzivani DNA polymerazy. Lisi se
vSak vreverzibilit¢ terminace. Je postavena na monitorovani DNA pomoci
bioluminiscence pfitomnych enzymi. Klenow DNA polymeraza, ATP sulfurylaza,
luciferaza a apyraza. Detekéni systém je zalozen na uvolnéni pyrofosfatu z ptitomnych
enzymu pii nasednuti nukleotidu na vlakno DNA. Pyrosekvenace je limitovana velikosti
fragmentu DNA, proto zatim neni vhodna k detekci polymorfismti velkych gent
(Ahmadian et al., 2006).

Nova generace sekvenovani (NGS) vykazuje velikou rychlost, dokdze sekvenovat
i samotné DNA amplifikované fragmenty bez nutnosti piedchoziho klonovani. Také byl
redukovan pocet chyb pfi sekvenaci. Jedinym limitnim faktorem zistdvaji naklady

spojené se sekvenovanim (Glenn, 2011).

454 GenomeSequencer FLX instrument vychazi z pyrosekvenace. Fragmenty DNA
jsou spojeny se specifickymi adaptéry, které zpiisobi navazani fragmentu na substrat.
Fragmenty jsou amplifikovany emulzni PCR. Po denaturaci PCR produktu jsou substraty
Snavdzanymi fragmenty poloZeny na optickd vldkna, kterd vyborné vedou svétlo.
Optickych vlaken je na platformé& nékolik stovek tisicli, takze muize probihat mnoho
sekvenaci najednou. Vysledky jsou snimany kamerou. Touto metodou je moZno Cist

sekvence o velikosti 400 — 500 bp (Ansorge, 2009).

Ilumina (Solexa) genome analyzer pracuje na bazi sekvenovéani syntézou.
Reverzibilni terminatorové nukleotidy, pro kazdou béazi, oznacené jinou fluorescencni
barvou, jsou za¢leniovany prostfednictvim specialni DNA polymerazy. Na fragmenty jsou
navazany adaptéry, které slouzi jako pojici misto pii hybridizaci fragmentu a jeho spéjeni
se s komplementarnim adaptérem. Adaptéry v nasledujici PCR zastupuji pt1 amplifikaci
funkci primert. Pfi zacleniovani nukleotidl na vldkno jsou fluorescenéni barvy snimany

kamerou (Alberts et al., 2015).
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Applied Biosystems ABI SOLiD systém vyuziva emulzni PCR. Na fragmenty jsou
napojeny adaptéry, a nasledné jsou pfipevnény k substratu. Po denaturaci DNA jsou
substraty pfeneseny na sklenénou plochu. V prvnim kroku je primer hybridizovan na
adaptér. Nasledné je hybridizovana smés olygonukleotidovych oktamérii a je ptridana
vazebna smés. V oktamérach jsou vyznaceny dvojice ¢tvrtych a patych bazi jednou ze
¢tyt fluorescencnich barev. Po detekovani fluorescencniho barviva je barvivo vyvazéano
a cyklus se opakuje, tentokrat za vyznaCeni devaté a desaté baze, v dalsim cyklu je
vyznacena ¢trnacta a patnacta baze atd. Jelikoz je kazda baze znacena jinou barvou, je

moznost chyby zna¢n¢ redukovana (Ansorge, 2009).

Dalsi z pouzivanych metod je Ion Torrent Sequencing. Fragmenty jsou umistény na
mikroskopické substraty. Prostfednictvim PCR je kazdy fragment amplifikovan, takze
obklopi substrat, ke kterému byly ptichyceny. Tento proces produkuje miliardy substratu,
pri¢emz kazdy je pokryty identickymi kopiemi patfi¢ného fragmentu. Substraty jsou poté
premistény do cely, spole¢né s primerem. Po zahajeni DNA syntézy se uvolni vodikovy
iont pokazdé, kdyz dojde k navazani nukleotidu na prodluzujici se fetézec. Uvoliovani
vodikovych iontd vede ke zméné pH, coz je registrovano elektrografickym cipem.

Sekvence jsou tedy ¢teny na zakladé uvolnovani vodikovych iontd (Alberts et al., 2015).

Helicos single — molecule sequencing device, HeliScope funguje na principu
hybridizace fragment nukleovych kyselin na primery, upevnéné na ndhodnych pozicich
sklenéné plochy. Dalsi baze zaclenéna do syntetizovaného vlakna, je urcena na zakladé
vyzafovaného signdlu pii sekvenaci syntézou. Tento systém analyzuje nékolik miliont

fragmentd soucasné (Ansorge, 2009).

NGS technologie umoznily nahrazeni DNA ¢ipt, pfi mapovani, vysoce vykonou

sekvenaci DNA a piimé odkazovani do genomovych databazi (Ansorge, 2009).

Mnoho dal$ich sekvenacnich technik je stale jesté ve vyvoji. Jedna z velmi slibnych
technik je real — time jednomolekulovi DNA sekvenace vyvijena VisiGen

Biotechnologies (Ansorge, 2009).
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3.4 Akreditované genetické laboratore testujici maligni hypertermii u psi
Laboratof Genomia, sidlici v Plzni, vySetfuje psy metodou SOP172 — MH, piimou
sekvenaci DNA, z odebraného vzorku krve i bukalnich stérd. Test je proveden béhem 7

pracovnich dnt, a jeho cena je 1 400 K¢ véetné DPH (Genomia, 2016).

Laboratot GenoCan, se sidlem v Brné, vySettuje psy sekvenaci DNA z odebranych
vzorku krve. Obvykla doba vySetfeni je 14 dni a cena 1 350 K¢ véetné DPH (GenoCan,
2016).

Laboratotr LABOGEN je Ceskou pobodkou mezinarodni veterindrni laboratofe
Laboklin s hlavnim sidlem v Némecku, kam se vSechny vzorky na testovani svazi. Test
je provadén genetickym sekvenovanim z 1 ml krve s EDTA. Délka trvani testu je 7 dni a

cena je 1 553 K¢ v¢etné DPH (Labogen, 2008).

Mnohé veterinarni ordinace nabizi testovani na maligni hypertermii z odebranych

vzorku krve, které nasledné odesilaji do nékteré z vyse uvedenych genetickych laboratofi.
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4 Material a metody

Molekularni detekce mutace genu RYR1 byla provedena jednokapilarovym
obousmérnym sekvenovanim a enzymatickym $tépenim dané¢ho genu. Pied samotnou detekci
byla zjistovana konkrétni poloha tripletu pomoci pocitacového programu BioEdit. Sekvence
genu RYR1 byla zjisténa z mezinarodnich databazi dostupnych na webovych strankach National
Center for Biotechnology Information (NCBI) a databdze Ensembl, kterd je projektem
European Bioinformatics Institute a Wellcome Trust Sanger Intitute. K translaci DNA sekvence

byl pouzit program ExPASy.

Na zaklad¢ vyzkumu Roberts et al. (2001) byla mutace lokalizovéna v exonu 15 v genu
RYR1. Konkrétné se jedna o tranzici cytosinu na misto thyminu na pozici 1640. nukleotidu, coz
ma za nasledek zménu kodu 201. tripletu, ktery je nasledné translatovan na pozici 67.

aminokyseliny jako alanin na misto valinu.

4.1 GenRYRL1F aR primery

V databazich NCBI a Ensembl byl nalezen jiz osekvenovany tsek genu RYR1, konkrétné
od exonu 14 po exon 16. Sekvence, na které nasedd Forward (F) primer na exonu 14 a Reverse
(R) primer na exonu 16 byly zjistény z 1. tabulky (viz pfilohy obrazek 8) prace M. C. Roberts
et al. (2001, str. 718). V programu BioEdit byly nasledn¢ nalezeny useky pro nasedani vyse

uvedenych primerda.
Nemutovany usek genu RYR1 pied sestiihem:

5. TTCCCCAGGGGATGCTCTCCCITGGTCCTGAACTGTATTGACCGCCTAAAT
GTCTACACAACTGCTGCCCACTTTGCGGAATTTGCAGGGGAGGAGGCAGCC
GAGTCCTGGAAAGAGATTGTGAACCTGCTCTATGAACTCCTGGGTAAGGCGC
CCCATCCTGACTTCCCCTAGGGCCCCCAGAATCTCAGTCCCATTGGGTCTAACCCC
CTCTTTCCACCCTCAGCCTCCCTGATCCGTGGCAATCGTAGCAATTGTGCCCT
CTTCTCCACCAACCTGGACTGGCTGEBIBAGCAAGCTGGATAGGCTAGAGGC
CTCTTCTGGTAGGAGAACCCAAGGGGAGGGGATGGGGACTGGGGCGGGGGGEEE
GCCACATTCCCCTCACCTGTCACTCTGCCATCTGCACAGGGATCCTGGAGGTGC
TGTACTGTGTCCTGATTGAGAGTCCTGAGGTGCTGAACATCATCCAAGAGAA
CCACATCAAGTCCATCATCTCCCTCCTGGACAAGCACGGGAGGAACCACAAG
GTTGGCCCCCCCACCC...3¢
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Sedg vyznadené tseky jsou exony (14,15,16) a nevyznadené tiseky jsou introny. Usek pro
nasedani F primeru na exonu 14 je oznacen zeleng
(5°...TGGTCCTGAACTGTATTGAC...3%), tsek pro nasedani R primeru na exonu 16 je
vyznacen zlut¢ (3°...CCCTCCTGGACAAGCACG...5%). 201. triplet je mistem C/T

polymorfismu a je vyznacen Cervené (5°...GTC...3).
Mutovany usek genu RYR1 pied sestfihem:

5. TTCCCCAGGGGATGCTCTCCCITGGTCCTGAACTGTATTGACCGCCTAAAT
GTCTACACAACTGCTGCCCACTTTGCGGAATTTGCAGGGGAGGAGGCAGCC
GAGTCCTGGAAAGAGATTGTGAACCTGCTCTATGAACTCCTGGGTAAGGCGC
CCCATCCTGACTTCCCCTAGGGCCCCCAGAATCTCAGTCCCATTGGGTCTAACCCC
CTCTTTCCACCCTCAGCCTCCCTGATCCGTGGCAATCGTAGCAATTGTGCCCT
CTTCTCCACCAACCTGGACTGGCTGEBEBBAGCAAGCTGGATAGGCTAGAGGC
CTCTTCTGGTAGGAGAACCCAAGGGGAGGGGATGGGGACTGGGGCGGEGGGGEEE
GCCACATTCCCCTCACCTGTCACTCTGCCATCTGCACAGGGATCCTGGAGGTGC
TGTACTGTGTCCTGATTGAGAGTCCTGAGGTGCTGAACATCATCCAAGAGAA
CCACATCAAGTCCATCATCTCCCTCCTGGACAAGCACGGGAGGAACCACAAG
GTTGGCCCCCCCACCC...3¢

Seds vyznadené tseky jsou exony (14,15,16) a nevyznadené tseky jsou introny. Usek pro
nasedani F primeru na exonu 14 je oznacen zelené
(5°...TGGTCCTGAACTGTATTGAC...3%), tsek pro nasedani R primeru na exonu 16 je
vyznaCen zluté¢ (3°...CCCTCCTGGACAAGCACG...5%). 201. triplet je mistem C/T

polymorfismu a je vyznacen Cervené (5°...GCC...3°).

4.2 lzolace DNA

Vzorky pro izolaci DNA byly ziskdny neinvazivni metodou za pouZiti sterilnich

cytologickych kartacktli. Byly provedeny stéry epitelidlnich bunék bukalnich sliznic pst.

DNA z bukalnich stérii byla izolovana za pouziti kitu NucleoSpin Tissue XS (Machery —
Nagel), dle vyrobcem stanovené¢ho névodu. Cytologicky kartaéek byl vlozen do Cisté
zkumavky, a buiiky bukalnich sliznic byly rozloZeny T1 pufrem a proteinazou. Po promichéani
vzorku byla zkumavka vloZena do termoboxu piedehiatého na 56 °C po dobu 15, za obasného

promichavani vibracni michackou. Nasledovalo pfidani B3 pufru, promichani vzorku a
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opétovné vlozeni zkumavky do termoboxu pfi teploté¢ 70 °C na dobu 10 minut. Po vyndéani
kartacku byl pfidan 100 % etanol a vzorek vlozen do centrifugy. Vzorek byl dale pienesen do
zkumavky s kiemikovym filtrem, centrifugovan a promyvan BW a BS5 pufrem. Po finalni
centrifugaci byl filtr pfenesen do Cisté zkumavky a promyt BE pufrem. Z filtru byl vzorek
separovan centrifugaci, po které byl filtr vyjmut, vysledny vzorek byl uzavien ve zkumavce a

ulozen k zamrazeni.

4.3 Restrikéni enzym Mscl (Mlsl)

Mutace v exonu 15 (T1640C) ptedstavuje rozpoznavaci sekvenci (5° ... TGGCCA...3%)
pro nasedani restrikéniho enzymu Mscl (Mlsl), ktery v pfipad¢ piitomnosti substituce cytosinu
na misto thyminu produkt PCR rozs§tépi v misté 267 nukleotidu (Roberts et al., 2001). Vysledky
prace M. C. Roberts et al., byly ovéfeny programem WebCutter.

4.4 SloZeni premixu pro PCR

Po konzultaci bylo stanoveno sloZeni premixu pro PRC (dale jen premix) na jeden vzorek

nasledovné:
Komponent Koncentrace
DNA 10 ng/ 1pl 30ng. 12,5 plt
Pufr KCI 50 mM
MgCl, 1,5mM
dNTP 200 uM
Primer F VPS13B-CZU2 0,4 M
Primer R VPS13B-CZU2 0,4 M
enhancer 2mM
BSA 5ng. 12,5 pl?
TAQ polymeraza (5U) 0,7U. 12,5 ul'!

Tabulka 1: Stanovené sloZeni a koncentrace jednotlivych komponenti, pro PCR amplifikaci, s pouzitim primert
RYR1 FaRYRI1R
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Objem jednoho vzorku DNA s premixem pro PCR byl 12,5 pl. Po odecteni 3 ul (objem
jednoho vzorku DNA) byl zjistén objem premixu potiebny na jeden vzorek DNA, tedy 9,5 ul.

45 Program C 1000 RYR1
Pro zjisténi idedlni teploty pro nasedani primerit RYR1 F a RYRI1 R bylo amplifikovany

dvé sady po osmi vzorcich DNA dvou c¢eskoslovenskych vI¢ak.

Teplotni gradient byl navrzen nasledovné:

T1 52,0 °C Ts 58,3 °C
T2 52,9 °C Ts 60,1 °C
T3 54,3 °C T7 61,5°C
T4 56,0 °C Ts 62,0 °C

Ts T7TeT5TaTs T2Tr18MS Ts T7Te Ts Ta Tz T2 Th

Obrazek 1: Teplotni gradient T1 - T8 pro ureni optimalni teploty pro nasedani primerd RYR1 F a RYRI1 R.
Pouzity vzorky DNA dvou jedinct ¢eskoslovenského vicaka (CSV). Vzorky oddéleny GeneRuler 100 bp (HMS).

Vysledné produkty byly obarveny 2 pl nanédSeciho pufru, a spolecné€, s hmotnostnim
standardem (HMS), byly naneseny na 2% agarézovy gel (3 g agardzy/ 150 ml 1 x TBE).
Z vysledného eletroforeogramu (viz obrazek 1) byla vybrana teplota T7 tedy 61,5 °C.

Po vybrani teploty byl v termocykleru nastaven program C 1000 RYR1 nésledovné:

Iniciace 95°C 3 minuty 1 cyklus
Denaturace 95 °C 30 sekund

Annealing 61,5°C 40 sekund 35 cykla
Elongace 72 °C 1 minuta

Finalni elongace 72 °C 7 minut 1 cyklus
Faze udrzovani 12 °C o0
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4.6 Vybér plemen

Z dostupnych vzorkli DNA byla vybrdna nejcastéji zastoupend plemena. Z celkového

poctu 338 vzorku byla zastoupena plemena:

126 vzork labradorsky retrivr (LR)
82 vzorki border kolie (BOC)

18 vzorkl norfolk teriér (NFT)

13 vzorki cane corso (CC)

11 vzorkti samojed (S)

10 vzorkii §vycarsky bily ové.(BSO)
10 vzorkd tibetska doga (TD)

8 vzorkll vymarsky ohai (VO)

5 vzorktl bernsky salasnicky pes (BSP)
4 vzorky némecka doga (ND)

4 vzorky némecky ovcak (NO)

3 vzorky briard (BRI)

3 vzorky hovaward (HW)

3 vzorky mad’arsky ohat (MO)

3 vzorky neapolsky mastin (NM)

3 vzorky portugalsky vodni pes (PVP)

mLR mBOC mNFT cC L)
mHW m MO B NM = NO PVP
) HKAO mL PHP SB

Zastoupeni plemen Canis lupus f. familiaris

m B30

mACO

SP

2 vzorky australsky honacky (ACO)

2 vzorky irsky vlkodav (IW)

2 vzorky knira¢ velky (KV)

2 vzorky Sarplaninsky ovcak (JOS)

2 vzorky zlaty retrivr (GR)

1 vzorek irsky setr (IS)

1 vzorek jezevcik (J)

1 vzorek kavkazsky pastevecky (KAO)
1 vzorek leonberger (L)

1 vzorek pyrenejsky horsky pes (PHP)
1 vzorek svatobernardsky pes (SB)

1 vzorek sarpej (SP)

1 vzorek velky Svycarsky salasnicky pes
(VSP)

1 vzorek zapadosibitska lajka (ZSL)

13 vzorkua K#iZenci

mTD Vo W BSP END H BRI
mIw KV mJOS mGR mIS

mVSP ZSL H KfiZenci

Graf 1: Zastoupeni vybranych plemen vzorkd pro nésledné testovani na mutaci v genu RYR1
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4.7 Amplifikace vzorki DNA
Z vyslednych produktt amplifikace bylo pieneseno 5,15 pl do novych PCR zkumavek,
shodn¢ oznacenych, s piivodnimi, a uloZzenych K zamrazeni pro pozdé&jsi vyuziti restrikéniho

enzymu Mlsl.

V kazdé ptivodni zkumavce tedy zistalo 7,35 ul vysledného produktu amplifikace. Ty
byly nésledné obarveny 2ul nanaSeciho pufru, a naneseny na 2% agardzovy gel spole¢né

S hmotnostnim standardem.

Elektroforeticka separace probihala 60 minut pii 100 V. Po 60 minutach byl gel vyjmut

a vyfocen pomoci UV transiluminatoru.

4.8 Elektroforeticka separace nukleovych kyselin

Hustota agar6zového gelu je podminéna velikosti fragmentti DNA. Velikost fragmentu
genu RYR1 ohrani¢ené¢ho RYR1 F aZ RYR1 R je 489 bp. Na zaklad¢ této znalosti byl ptipraven
2% gel.

Do Erlenmeyerovy bailkky byly navaZzeny 3 g agarézy na analytickych vahach.
V odmérném valci bylo odméieno 150 ml 1x TBE (tris(hydroxymethyl)aminomethan, kyselina
borita, kyselina ethylendiamintetraoctova — EDTA). Tento objem byl ptelit do Erlenmeyerovy
banky, a spole¢né s magnetickym michadlem byl roztok zahifivan 3 - 5 minut v mikrovinné

troubé pii 550 — 700 W, za ob¢asného promichéni.

V pribéhu zahtivani roztoku byla sestavena forma na gel. Bylo vlozeno 5 hiebent po 20

zubech.

Po rozpusténi veSkeré agardzy byla bailka postavena na magnetickou michacku pod
digestofi, a bylo pfidano 12,5 ul EtBr. Po fadném promichani a snizeni teploty na pfiblizné 60
°C, bylo vyjmuto michadlo pomoci magnetu, a gel nalit do formy. Tuhnuti gelu probihalo 45

minut.

Vyjmutim hiebenti ze ztuhlého gelu bylo ziskano 100 jamek pro nanaseni obarvenych
produkti amplifikace. Forma s gelem byla pienesena do elektroforetické vany. Na posledni
pozici kazdého tadku byl nanesen hmotnostni standard (HMS) slozeny z 8ul H2O, 1 ul
GeneRuler100 bp DNA ladderu a 2pul nanaseciho pufru.
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Elektroforetickd separace probihala pti 120 V 40 minut, s pribéznou kontrolou po 20
minutach. Po 40 — 60 minutach byl gel pienesen na UV transiluminator, kde bylo, za pouziti
UV filtru, nasledné vyhodnoceno, zda amplifikace probéhla. Elektroforeogram byl pomoci UV

transiluminatoru vyfocen a uchovan pro nasledny vybér vhodnych vzorka pro PCR - RFLP.

4.9 Restrikéni Stépeni
Vsech 338 amplifikovanych vzorkli bylo podrobeno restrikénimu $tépeni za pouziti

enzymu Milsl.

Spolecné s restrikénim enzymem MIsl byl dodan 10 x pufr R, a podrobny navod, dle

kterého byl stanoven nasledujici pomér premixu pro jeden vzorek:

Komponent Objem (nl)

Produkt PCR 5,15 ul
H20 9 ul

10 x PufrR 1 ul
Misl 0,5 ul

Tabulka 2: Slozeni komponenti premixu pro restrikéni §tépeni.

Objem premixu s restrikénim enzymem byl stanoven 10,5 pul na jeden vzorek. Premix byl

pridavan ke vzorklim o objemu 5,15 pl, které byly diive odebrany a zamrazeny.

Oznacené zkumavky s restrikénim enzymem Misl a produktem PCR byly vlozeny do
termocykleru na 14 hodin pfi teploté 37 °C. Na konci cyklu byl dle navodu enzym inaktivovan
teplotou 65 °C.

Vysledny produkt byl obarven 2 pl nanaSeciho pufru, a spoleéné s hmotnostnim
standardem, nanesen na 4% agarézovy gel (6g/200ml). Vyssi hustota gelu byla zvolena na
zéklad¢ velikosti produktu 268 bp, za ptedpokladu piitomnosti mutace, a tim 1 rozStépeni

produktu enzymem Misl.

Po 60 minutach elektroforetické separace, pii 100 V, byl gel vlozen do UV
transiluminatoru. Vysledné elektroforeogramy byly vyfoceny a porovnany s elektroforeogramy

amplifikace.
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4.10 Vybér vzorki pro jednokapilarovou obousmérnou sekvenaci

Z 338 vzorka, které, dle elektroforetické separace, prokazatelné amplifikovaly, bylo na
sekvenaci vybrano Sest vzorkd. Primarnim kritériem pro vybér vzorkt pro sekvenaci byla
zejména sila signdlu pod UV transiluminatorem, tedy koncentrace DNA v daném vzorku.
Druhotnym kritériem byla riznorodost zastoupenych plemen. Po posouzeni elektroforeogramii

Z ptedchozich amplifikaci byly vybrany nasledujici vzorky:

Cislo vzorku Plemeno
24 Neapolsky mastin
35 Labradorsky retrivr
46 Tibetska doga
87 Border kolie
208 Knirac¢ velky
216 Zlaty retrivr

Tabulka 3: Plemena vybrana na zakladé¢ elektroforeogramti amplifikace pro sekvenaci.

4.11 Amplifikace vzorku na jednokapilirovou obousmérnou sekvenaci
Pro zvoleny zptsob obousmérné sekvenace (forward, reverse) bylo tfeba ptipravit od
kazdého vzorku dvé zkumavky, které byly oznaceny patiicnym ¢islem a zkratkou, F pro

forwardovou sekvenaci ve sméru 5° — 3¢ a R pro reverzni sekvenaci ve sméru 3 — 5°.

Do kazdé zkumavky byly pfeneseny 2 ul DNA piislusného vzorku. Ke kazdému vzorku
DNA bylo pfidano 10,5 ul premixu pro PCR dle vyse uvedeného slozeni (kapitola 4. 4.). Na
termocykleru byl nastaven program C 1000 RYR1.

Po prob¢hnuti amplifikace se ovéroval vysledek PCR pomoci elektroforetické separace
na agar6zovém gelu o koncentraci 1,5% (3 g/150 ml). Tato koncentrace byla zvolena

Vv zavislosti na velikosti fragmentu DNA (489 bp).

Z gelu byla nasledné vyfiznuta ¢ast, ve které se nachazel aplikovany vzorek produktu
PCR. Jednotlivé vzorky se zbytkem gelu byly zvdzeny na analytickych vahach. Od vysledné
hmotnosti se odvijelo mnozstvi chemikalii pouZitych pro nasledné rozpousténi agar6zového

gelu a ¢isté€né produktu PCR.
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Cislo vzorku Hmotnost (mg)
24 40 mg
35 100 mg
46 70 mg
87 110 mg
208 110 mg
216 50 mg

Tabulka 4: Hmotnost jednotlivych vzorkd se zbytkem agarézového gelu.

4.12 Cisténi vzorki pro jednokapilirovou obousmérnou sekvenaci

Pti ¢isténi vzorkli DNA pomoci Gel/ PCR DNA Fragments Extraction kitu (dale jen kit),
se postupovalo dle pfiloZzeného ndvodu. Nejprve byly vzorky pieneseny do zkumavek (1,5 ml),
které byly ptislusn€ oznaceny. Ke kazdému vzorku bylo pfiddno mnozstvi rozpoustéciho pufru
vpoméru 1:1 k hmotnosti pfislusného vzorku. Zkumavky byly uzavieny a piendany do
termobloku ptfedehiatého na 55 °C, kde probihalo rozpousténi po dobu deseti minut,

S protiepanim kazdé 2 minuty pomoci vibraéni tiepacky.

Po rozpusténi veskerého gelu, a vychladnuti roztoku na laboratorni teplotu, byl pfidan

izopropanol v poméru k vaze ptislusného vzorku 1:1.

Z rozpustén¢ho produktu jednotlivych vzorkli bylo pteneseno 800 pl do oznacCenych
GeneJET zkumavek s kiemikovym filtraénim systémem. Zkumavky byly nasledné vlozeny do
centrifugy na 1 minutu pfi maximalnich otackach. Po vyjmuti byl odfiltrovany roztok odlit,

pfi¢emz pozadovany PCR produkt ziistal na kiemikovém filtru.

Nasledné bylo do zkumavek ptidano 160ul vazebného pufru a vSe opét centrifugovano 1

minutu pii maximalnich otackach. Odfiltrovany pufr byl odlit.

Do zkumavek bylo ptidano 700 pl promyvaciho pufru a vSe centrifugovano po dobu jedné
minuty pfi maximalnich otd€kach. Po vyliti odfiltrovaného pufru byla GeneJET zkumavka,
pfenddna do 1,5 ml zkumavky, a vzorky byly naposledy centrifugovany 1 minutu pfi

maximalnich otackach.

Méieni ¢istoty DNA bylo provedeno pomoci nakalibrovaného UV spektrofotometru.
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Cislo vzorku Hmotnost (mg) Koncentrace (ug/pl)
24 40 mg 9 nglul
35 100 mg 7 nglul
46 70 mg 15,5 ng/ul
87 110 mg 17 pglul
208 110mg 8 ng/ul
216 50 mg 12,5 ng/ul

Tabulka 5: Naméfené hodnoty hmotnosti a koncentrace jednotlivych vzorka.

4.13 Sekvenacéni reakce

Pro sekvenacni reakei byl stanoven nasledujici pomér reakéni smési

Komponent Objem (ul)
DNA vycisténa kitem 5ul
sekvenacni mix ABI 2 ul
1 uM primer 3,2 ul
sekvenacni pufr ABI 4 ul
H20 5,78 ul

Tabulka 6: Koncentrace (ul) jednotlivych komponenti pro reakéni smér.

Pro uspésnou sekvenaci bylo nutno smés odsolit. Do kazdé zkumavky bylo ptidano 2 pl

glykagenu a 52 pl premixu o nasledujicim slozeni:

Komponent Objem (nl)
3 M octan sodny 2 ul
96 % etanol 50 ul

Tabulka 7: Objem (ul) komponenti smési pro odsoleni vzorku.

Po pfidani premixu byly zkumavky zanechdny k odstati pfi laboratorni teploté po dobu
15 minut. Po uplynulé dob¢ byly prendany do centrifugy na 30 minut pii 13 200 otackach.

Plsobenim premixu doslo k vysrdzeni pozadovaného PCR produktu, a centrifugaci byl

vysrazeny produkt pfichycen ke dnu zkumavky. Pfebytecny roztok byl odpipetovan.

28




Do zkumavek s vysrazenymi produkty bylo pfidano 2 x 125 pl 70 % etanolu a zkumavky

byly centrifugovany po dobu 15 minut pfi maximalnich otackach.
Etanol byl odpipetovan a predchozi krok byl jesté jednou opakovan.

Pro odpareni zbytkl etanolu, ktery ptisobi jako inhibitor pii kapilarni sekvenaci, byly

oteviené zkumavky umistény do termobloku piedehiatého na 50 °C po dobu 30 minut.

Naésledovala vizualni kontrola odpafeni etanolu, a do zkumavek bylo pfidano 15 pl
formamidu. Zkumavky byly umistény do termocykleru, nastavené¢ho na denaturaci, po dobu 7

minut.

Vzorky oSetiené vySe zminénou procedurou byly podrobeny fragmentacni analyze,

prostifednictvim pfistroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.

Parametry fragmentacni analyzy Hodnoty pristroje
Délka kapilary 36 cm
Modul GS STR POP4 (1 ml) G5
Polymer POP4
Virtualni filtr G5
Doba nastiiku 5s
Napéti pii nastiiku 15kV
Teplota pfi separaci 60 °C
Napéti pii separaci 15kV
Doba separace 24 min

Tabulka 8: Parametry pfistroje ABI 310 Genetic Analyzer, pouZzitého na fragmenta¢ni analyzu.
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4.14 Interpretace sekvenovanych fragmenti

Vysledky kapilarni sekvenace byly interpretovany pomoci programu BioEdit.

Nejprve byly srovnany forwardové (F) sekvence (5° — 3°) vSech Sesti vzorkt. Nasledné
byly pfidany reversni (R) sekvence (3 — 5°), které byly oto¢eny do sméru 5° — 3°.

Komplementaritou R a F sekvenci se ovéfila tispé$nost sekvenace (viz obrazek 4).

Dale byl hledan usek s C/T polymorfismem na pozici mezi 260 — 270 bp (5° ...

TGGT/CCA...3%), pro potvrzeni ¢i vylouceni substituce v dané pozici.
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5 Vysledky

5.1 Detekce mutace za pouziti restrikéniho enzymu Milsl

Amplifikované produkty PCR vybranych vzorki DNA byly vystaveny restrikénimu
enzymu Milsl, rozpoznavajicimu sekvenci 5° ... TGGCCA...3‘(viz kapitola 4. 9.). V piipadé
pfitomnosti mutace ve fragmentu genu RYR1, exon 14 aZ exon 16, by plisobenim enzymu doslo

K rozstépeni fragmentu na pozici 267 nukleotidu v exonu 15.

Vysledky elektroforetické separace ve formé elektroforeogrami skytaji moznost uréeni
velikosti fragmentu s odchylkou +/- 50bp. Pti porovnani pozic signali jednotlivych vzork,
tedy velikosti fragmentli, s hmotnostnim standardem (GeneRuler 100 bp) je patrné, ze velikost

fragmentu se blizi 500 bp (konkrétn¢ 489 bp).

Porovnanim elektroforeogrami vzork po PCR amplifikaci, a elektroforeogramti vzorkt
po Sté€peni restrik¢nim enzymem MIsl, byla zjisténa velkost fragmentl pied $té€penim a po

Stépeni. Velikost vSech fragmentti po §té€peni se blizila 500 bp.

zastupci plemene labradorsky retrivr

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

Obrazek 2: Elektroforeogram vzorkti LBR po PCR amplifikaci. Po odecteni hodnot velikosti vzorkd z GeneRuler,

je patrné, ze velikost fragmentt se blizi 500 bp. Tato hodnota odpovida pfedchozimu urceni velikosti fragmentu

(489 bp) v programu BioEdit.
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zastupci plemene labradorsky retrivr

s 489 bp

- S s S S B S o - -

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

Obrazek 3: Elektroforeogram vzorkit LBR po §tépeni restrikénim enzymem MIsl. Po odecteni velikosti fragmentt

z GeneRuler, ktera se blizi velikosti 500 bp, je patrné, ze v zadném ze vzorkli nedoslo k rozstépeni fragmentu.

V zadném z testovanych vzorkl fragmenti genu RYR1 nedoslo k rozstépeni fragmentu
na pozici 267. nukleotidu, coz znamena, ze se v 201. tripletu exonu 15 nachéazi thymin. Tento
zavér byl dolozen vysledky jednokapilarové obousmérné sekvenace vybranych vzorkd,

uvedenymi v nasledujici kapitole.

5.2 Detekce mutace jednokapilarovou obousmérnou sekvenaci

Osekvenované fragmenty genu RYR1 vybranych jedinct byly zpracovany v programu
BioEdit (viz kapitola 4. 14.). Po potvrzeni komplementarity vlaken, u vSech Sesti fragmentt
DNA, byly zjistény genotypy testovanych jedinct (viz tabulka 9). VSichni jedinci byli

homozygoti, tudiz maji pro dany znak ob¢ alely stejné.

Cislo vzorku Plemeno Pohlavi Genotyp
24 Neapolsky mastin Pes Homozygot
35 Labradorsky retrivr Neznamé Homozygot
46 Tibetska doga Fena Homozygot
87 Border kolie Fena Homozygot
208 Knira¢ velky Fena Homozygot
216 Zlaty retrivr Fena Homozygot

Tabulka 9: Genotypy vybranych jedinct, zjisténé prostiednictvim programu BioEdit, pfi interpretaci vysledka

jedno kapilarové obousmérné sekvenace.
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Obrazek 4: Chromatogram sekvenace exonu 15 genu RYRI. Vybrany tsek 253. - 275. nukleotidu, zahrnuje
kandidatni usek, 201. triplet (v ¢erném ramecku), pro vznik T/C polymorfismu na pozici 267. nukleotidu

(vyznageno hvézditkou). Zadny z testovanych jedincii nenesl mutaci v této oblasti.

Z vysledného chromatogramového zaznamu sekvenace vSech Sesti testovanych jedinct,
byl vybran usek 253. — 275. nukleotidu, ve kterém byl vyznaéen 201. triplet 5¢ ...GTC...3°. U
vSech jedinct byl na pozici 267. nukleotidu pfitomen thymin, z ¢ehoz vyplyva, ze se v tomto

tripletu nenachézi mutace zpusobujici maligni hypertermii.

5.3 Shrnuti vysledkii
Vsech 338 vybranych jedincti bylo podrobeno detekci mutace restrikénim $tépenim za

pomoci enzymu MiIsl. U zadného z nich nebyla ptitomnost mutace prokazana.

Ze vzorki, které byly testovany enzymatickym stépenim, bylo podle stanovenych kritérii
(viz kapitola 4. 10.), vybrano 6 vhodnych jedinct, pro sekvenaci. V zadném fragmentu DNA

téchto Sesti jedincli nebyla nalezena hledand mutace.

JelikoZz vysledky obou, na sobé nezavislych, detekci pfinesly stejné vysledky, lze

s jistotou vyloucit chybny postup ¢i nespravnou aktivitu enzymu Misl.

Z4dny z testovanych psi nenesl v genu RYR1, konkrétné v exonu 15 v 201. tripletu na

pozici 267. nukleotidu nukleovou bazi cytosin.

U zadného z testovanych psii nebyla detekovana mutace zpiisobujici maligni hypertermii.
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6 Diskuze

Postup této prace byl navrzen na zakladé prace Roberts et al. (2001), a v mnoha
bodech bylo postupovano obdobné. Zejména pii vybéru vhodnych R a F primert. Avsak
pii predbézném urceni polohy dané mutace byl zjistén rozdil velikosti o 1 bp. Roberts et
al. (2001) uvadi pozici mutace 268. nukleotid, v prib¢hu této prace vsak byla pozice
mutace urcena na 267. nukleotid. Stejn¢ tak se liSila 1 celkova velikost znaceného
fragmentu, a to o 2 bp. Vysledky ziskané pii feSeni bakalaiské prace byly opakované
potvrzeny sekvenacni analyzou, kde byl ziskdn amplikon o pfesné velikosti 489 bp.

Z prace Roberts et al. (2001) byla ocekéavana velikost amplikonu 487 bp.

Vétsina pokust o detekci mutace zptsobujici maligni hypertermii byla provadéna
na specialné vyslechténych liniich, v jejichz parentalni generaci byl alespon jeden rodi¢
nositelem dominantni alely s mutaci podminujici maligni hypertermii (Roberts et al.,
2001). Naproti tomu Vv této praci byli testovani jedinci s neznamym genotypem vybirani
ndhodng. U Zadného zvybranych jedincli nebyla zndméd anamnéza. Lze vSak
piedpokladat, Ze mnoho z nich podstoupilo, alespon jednou v zivoté, celkovou anestezii.
Ptiblizn¢ polovina testovanych jedinci bylo chovnych pst nebo psi urenych
k asistenénim aktivitim, z ¢ehoz se da usoudit, ze podstoupili anestezii minimalné pii
rentgenovém vysetfeni kyc¢li. Vzhledem k tomu, Ze u téchto jedinct, ktefi podstoupili
celkovou anestezii, nebyl zjistény zadné symptomy odpovidajici maligni hypertermii,

bylo mozné usuzovat, ze se kauzalni mutace genu RYR1 u téchto zvifat nevyskytovala.

O sloZeni soucasné vyuzivanych anestetik byla vedena konzultace s nc¢kolika
veterinarnimi 1€kari. Nezadouci ucinky halotanu jsou znamé, a proto je ¢asto nahrazovan
méné zatéZujicim isofluranem. Pfesto je halotan stile hojné vyuzivan jako volatilni
anestetikum. Naproti tomu sukcinilcholin se vyuziva stale jako myorelaxant. Vzhledem
k nedostatku informaci o véku a anamnéze téchto jedinci neni mozné s jistotou fici, zda

byli vystaveni volatilnim anestetikiim ¢i myoralaxantim.

Z vysledku této prace, pii které nebyla mutace detekovana u vice nez 300 pst
riznych plemen, plyne fakt, Ze maligni hypertermie neni tak castou hrozbou, jak
informuji nékteré genetické laboratote ¢i veterinarni ordinace. Pfi porovnani s prevalenci
v lidské populaci 1ze konstatovat, Ze se jednd o vzacnou mutaci. Tomu nasvédcuje 1 fakt,
ze v Americe pii detekci této mutace nebyla testovana jednotlivd plemena, ale byla

vySlechténa specialni linie, v niZ byl alesponl jeden zakladatel nositelem této mutace
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(Roberts et al., 2001). V kynologickych chovatelskych klubech Ceské republiky neni test
na maligni hypertermii vyzadovan jako pfijimaci kritérium, coz jednak ukazuje na
vzacnost této mutace, ale také na nespecifi¢nost mutace pro konkrétni plemeno. Tato
tvrzeni byla potvrzena (duben 2016) pti konzultaci s akreditovanou genetickou laboratoii

Laboklin, v zastoupeni Ing. A. Lacinové.

O vyslechténi specialni linie, pro zkoumani maligni hypertermie, 1ze polemizovat
a to zejména z etického hlediska. Peclivou selekci a kiizenim jedinc byla ziskéna
vSechna soucCasna plemena, s riznymi pozadavky na vzhled a povahu. Avsak zdmérné
ktizeni jedincli prokazateln¢ nemocnych, miize byt povazovano za neetické. Obzvlast’
pokud piihlédneme k doloZzenému faktu moZznosti mrtvé narozenych jedinct, 70%
umrtnosti a celkovym komplikacim pfi projevech doprovazejicich maligni hypertermii.
K ptfehodnoceni negativniho ndzoru na toto kiizeni vS§ak mutize ptispet fakt, ze maligni
hypertermie nijak neovlivituje zivot jedince nesouciho ptislusnou mutaci, do doby pokud
neni vystaven spoustécim akutniho stavu. Proti tomuto tvrzeni lze pouzit argument, Ze
ve vzacnych piipadech mize akutni syndrom maligni hypertermie vyvolat i extrémni
fyzicka ¢i psychickd zatéz zvySena teplota. Bohuzel pro tyto pfipady nejsou dolozeny

statistiky (Jurkat-Rott et al. 2000); (Gronek et al. 2000); (Roberts et al. 2001).

Zachézeni s jedinci ze specidlné vySlechténych linii, je z etického hlediska také
spekulativni. U psii dochazelo k zdmérnému vyvolavani symptomd, avsak za odborného
dohledu specialistt, pfisného méfeni srde¢niho tepu, télesné teploty a dechové frekvence.
Pfi manifestaci symptomu byl v€asn& podan dantrolen, ktery inhibuje G¢inky halotanu a
sukcinylcholinu (Roberts et al. 2001); (Gronek et al. 2000). Vsichni psi, véetné mrtveé
narozenych jedinct, byli podrobeni biopsii, kvili ziskani vzorki pro In vitro kontraktilni
test a halotan-kofeinovou zkousku. Biopsie byla provadéna za celkové intravendzni
anestezie se soucasnou intubaci a mechanickou plicni ventilaci. Pro vSechna testovani
bylo tfeba schvaleni od pfislusného statu a univerzity, kde vyzkum probihal. Podminky
zachazeni se psy mimo testovaci Cas, a jejich nasledny osud nebyl uveden (Roberts et al.

2001).

Doporuceni komer¢nich genetickych laboratofi, je provadét test na maligni
hypertermii u jedincti vSech plemen, ktefi se chystaji k veterinarnimu zékroku za podani
anestezie, nebo k zafazeni do chovu. Toto vySetieni se pohybuje v rozmezi od 900 — 1600

K¢. Po zhodnoceni informaci vedoucich k zavéru, ze se jedna o vzacnou mutaci,
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podlozenou vyjadifenim jedné z genetickych laboratofi, a faktu, ze test neni vyzadovan
pro ptijeti do chovatelskych klubt, je patrné, ze doporucené testovani jedinci bez maligni
hypertermie v rodinné anamnéze, je komer¢nim tahem genetickych laboratofi. Po
piihlédnuti k dostupnosti a stale klesajici cené genetického sekvenovani, jenz je
vyuzivano k detekci mutace vySe zminénymi laboratofemi, se pozadovand cena zda

neadekvatni.
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[ Zavér
Byl vypracovan uceleny souhrn poznatki o maligni hypertermii z pohledu

historického, klinického, genetického i diagnostického. Z literarniho ptehledu Ize vyvodit
nasledujici vysledky.

Jedinci s diagn6zou maligni hypertermie Ziji naprosto normalni zivot. Pokud o své
diagnoze vi, a vi o ni 1 oSetfujici veterinarni 1ékaf, je riziko vzniku akutniho syndromu
maligni hypertermie velmi nizké. Jedinci, ktefi nesou mutaci, zpusobujici maligni
hypertermii, a nevi o ni, jsou vystaveni velmi vaznému riziku pii podstoupeni anestezie.
Avsak ze statistik uvedenych Vv bakalatské praci vyplyva, Zze pokud pacient nepochazi
z rodiny, ve které se maligni hypertermie vyskytuje, je pravdépodobnost nachylnosti

k maligni hypertermii velice mala.

Mutace zpiisobujici maligni hypertermii je velice vzacnd. Coz je potvrzené
vysledky této prace, kdy bylo testovano ptes 300 zastupci vice nez 30 plemen. Zaroven
to potvrzuji i statistické prizkumy specializovanych instituci a akreditované genetické

laboratofe.

Variabilita moznosti molekularni detekce mutace je velkd, vzhledem k neustalému

pokroku v metodach genetického sekvenovani.

Navrzeny postup byl na zakladé¢ genetické sekvenace, coz je zpusob, kterym

provadégji testovani i1 akreditované genetické laboratote.
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9 Seznam priloh

Obrazek 5:Seznam vybranych RYR1 mutaci, potenciondlné zpusobujici nachylnost
k maligni hypertermii a myopatii. Konkrétni pozice exoni a tripletd, rozdilné
translace aminokyselin v disledku zmény v tripletu. Zahrnuty vysledky
IVKT, fenotyp zjistény IVKT a sekvenaci. Pievzato z Guidelines for
molecular genetic detection of susceptibility to Malignant hyperthermia
(Urwyler et al., 2001) str 284.

Obrazek 6: Vysledky testovanych genotypii vyslechténé linie. MHS jedinci jsou
vyznaCeni ¢erné, MHN jedinci jsou vyznaceni bile, jedinci neznamého
fenotypu (v dtsledku prenatalniho umrti) jsou vyznaceny otaznikem.
Haplotyp zakladatele linie (A - 10) je uveden v boxu B. MHS a MHN
diagndza byla stanovena IVKT a CHCT. Jedinec ¢. 4-5405 je tzv. wild type.
Jedinec €. 5-5439 je diikazem o dominantni dédi¢nosti. U jedinct 3-5350 a
7-5483 jsou znazornény proximalné telemetrické pozice, a jsou dikazem
toho Ze MHS mutace je vloZzend mezi dvéma markery, konkrétné
REN143K19 a FH2294. Tento zavér potvrzuje 1 obrazek ¢. 7. Pfevzato z
prace Autosomal Dominant Canine Malignant Hyperthermia Is Caused by
a Mutation in the Gene Encoding the Skeletal Muscle Calcium Release
Chanel (RYR1) str. 719 (Roberts et al., 2001).

Obrazek 7: Porovnani CFAO1 mapy MH Slechténé linie (vzdalenost v centiMorganech)
a celym genomem (vzdalenost v centyRayich). MHS znaci lokus nesouci
mutaci pro MHS. Pfevzato z prace Autosomal Dominant Canine Malignant
Hyperthermia Is Caused by a Mutation in the Gene Encoding the Skeletal
Muscle Calcium Release Chanel (RYR1) str. 719 (Roberts et al., 2001).

Obrazek 8: Sekvence pro nasedani primerti R a F. Byl vybran PCR produkt RYR1 — 1416.
Pievzato z prace Autosomal Dominant Canine Malignant Hyperthermia Is
Caused by a Mutation in the Gene Encoding the Skeletal Muscle Calcium
Release Chanel (RYRL1) str. 716 (Roberts et al., 2001).
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10

Ptilohy

Exon Mutation position RYRI1 amino Functional comparison with wild-type RYR1 Phenoty pe Estimated Reference
codon change acid change incidence
CalTeine sens Halothane sensitivity

2 IBTGC —CGC Cys3S—Arg no di ference increased MHS one Tamily 4

[ 4RTCGC=TGC Arzladi—Cys increased increased MHS and/or CCD 2% 5

4 T42GGG—=AGG Gly2M48—Arg increased increased MHS one family [

11 R IGGG=AGG Gly31—Arg increased increased MHS 6 - 10% 7

12 IAWATC=ATG Tle 403 <Met increased increased CCD; MHS unknown one family 5

14 155TAT=TCT Tyr522=Ser increased increased MHS and/or CCD one family 8

15 16540GGTGG ArgS52—Tmp inereased increased MHS one family 9

17 IRCGC=TGC Argbld4—sCys increased mereased MHS 4 -9% 10

17 1B CGC=CTC Amptld—aleu increased increased MHS 2% 11
39 64870GC—TGC Arg2163—Cys  increased increased MHS 4% 12

39 ABRCGC = CAC Arg2l63—His increased mereased MHS and/or CCD one family 12
45 THNGGA—AGA Gly243id—Arg  increased increased MHS 4-108 1315
45 THHOGC—=CAC Amp2435—His increased increased MHS and/or CCD one family 16
46 13720GC-TGC Arg2458 —Cys increased mcreased MHS 4% 17
46 T330GC-CAC Arg2458—His increased ncreased MHS 4% 17

Obrazek 5: Seznam vybranych RYR1 mutaci, potencionalné zptisobujici nachylnost k maligni hypertermii
a myopatii. Konkrétni pozice exonti a tripletll, rozdilné translace aminokyselin v dusledku zmény v tripletu.
Zahrnuty vysledky IVKT, fenotyp zjistény IVKT a sekvenaci. Pfevzato z Guidelines for molecular genetic

detection of susceptibility to Malignant hyperthermia (Urwyler et al., 2001) str 284
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Obrazek 6: Vysledky testovanych genotypt vyslechténé linie. MHS jedinci jsou vyznaceni ¢ern¢, MHN

jedinci jsou vyznaceni bile, jedinci neznamého fenotypu (v disledku prenatalniho imrti) jsou vyznaceny

otaznikem. Haplotyp zakladatele linie (A - 10) je uveden v boxu B. MHS a MHN diagn6za byla stanovena
IVKT a CHCT. Jedinec €. 4-5405 je tzv. wild type. Jedinec €. 5-5439 je diikazem o dominantni dédi¢nosti.

U jedinct 3-5350 a 7-5483 jsou znazornény proximalné telemetrické pozice, a jsou dikazem toho ze MHS

mutace je vlozena mezi dvéma markery, konkrétné REN143K 19 a FH2294. Tento zaver potvrzuje i obrazek

¢. 7., prevzaty z prace Autosomal Dominant Canine Malignant Hyperthermia Is Caused by a Mutation in
the Gene Encoding the Skeletal Muscle Calcium Release Chanel (RYR1) str. 719 (Roberts et al., 2001).
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Obrazek 7: Porovnani CFAO1 mapy MH slechténé linie (vzdalenost v
centiMorganech) s celym genomem (vzdalenost v centyRayich). MHS
zna¢i lokus nesouci mutaci pro MHS. Pievzato z prace Autosomal
Dominant Canine Malignant Hyperthermia Is Caused by a Mutation in the
Gene Encoding the Skeletal Muscle Calcium Release Chanel (RYRL1) str.

719 (Roberts et al., 2001).

Primer Sequence

Product Size

PCR Product Forward Reversa {bp)

RYR1-1 CCT CGA CAT CAT GGG TCGA GG TAG TAG ACA AGT CTG CGC TG 746
human bases 96-115 human bases 842-823

RYR1-2 TGET GGA ACA TCA ACC CCA TCT TTG CTC TGC TTC TCC TCG TG 804
human bases 698-718 human bases 1502-1483

RYR1-3 TTC ATC AAG GGC CTG GAC AG TCC ACC ATC ACC TCA AAG TAC 759
human bases 1342-1361 human bases 2108-2088

RYR1-4 GGA GTA TTT CTC TGA CCA AG GGG TET TGGE TAG AAG ACT TT 755
human bases 5931-5950 human bases 66866667

RYR1-5 CTG GTG ATC GTG CAG ATG GG GGT CEA TCA AGG CAG CAT AG a01
human bases 65956614 human bases 73967377

RYR1-6 TAC CTG GAC TTC CTG CGC TT AAC TCG TTA AGG ATC CCG AC 916
human bases 7093-7112 human bases 80097990

RYR1-1416 TGE TCC TGA ACT GTA TTG AC CGT GCT TGT CCA GGA GGG 487

Obrazek 8: Sekvence pro nasedani primeri R a F. Byl vybran PCR produkt RYR1 — 1416. Pfevzato z prace
Autosomal Dominant Canine Malignant Hyperthermia Is Caused by a Mutation in the Gene Encoding the
Skeletal Muscle Calcium Release Chanel (RYR1) str. 716 (Roberts et al., 2001).



