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Detekce mutace genu MDR1 u ov¢ackych psi metodou loop-mediated

isothermal amplification a restrik¢ni analyzou

Abstrakt

Mnohocetna 1€kova rezistence zplisobend mutaci genu MDR1 je castou geneticky
podminénou chorobou u ov¢ackych psu. Nejvice jsou touto mutaci postiZeni zastupci
plemene kolie. Popisovand mutace je zptusobena deleci ¢tyf nukleotidd, které vedou
k posunu ¢teciho ramce a predéasnému ukonceni syntézy P-glykoproteinu, coz je
transportni protein nékterych 1é¢iv. Vznikly nefunkéni P-glykoprotein neni schopny

odbourat 1é¢iva z mozku, coz vede k neurotoxickym problémim postizenych psii.

V literarnim ptehledu je popsana struktura a funkce P-glykoproteinu, a porucha jeho
funkce zplsobend mutaci kodujiciho genu MDR1. Také jsou zde popsana nejcastéji
postizena plemena a problémova lé¢iva pro psy s popisovanou mutaci. Soucasti

literarniho pfehledu je i popis a princip metod pouzitych k detekci popisované mutace.

Cilem diplomové prace byla optimalizace a screening vzorkiit DNA ov¢ackych psi na
ptitomnost mutace v genu MDR1 metodami LAMP a PCR-RFLP a jejich vzajemné

srovnani.

V praktické ¢asti jsou zpracovany vlastni vysledky prace. Vysetfovany soubor tvotilo 140
vzorkli DNA ovc¢ackych psi. Vysledky potvrdili nejvetsi vyskyt recesivnich homozygoth
u plemene kratkosrsté kolie (25 %), u které byl také zjistén nejvétsi pocet heterozygotnich
jedinct (50 %). Prekvapivy byl pocet zdravych pfenaseci u plemene némecky ovcéak,
ktery dosahl 49 %. Z testovaného souboru bylo celkem 49 % vzorkli dominantné

homozygotnich. Nejvétsi mnoZzstvi zdravych jedincii bylo zjiSténo u plemene border kolie
(65 %).

Klicova slova

MDR1 gen, P-glykoprotein, ov¢acky pes, LAMP, PCR-RFLP



Detection of MDR1 gene mutation in Shepherd Dogs by loop-mediated
isothermal amplification and restriction analysis

Summary

Multiple drug resistance is caused by MDR1 gene mutation. It is a common genetic
disease of Shepherd Dogs from which Collie breed is the most affected. Described
mutation is caused by deletion of four nucleotides, which leads to a frameshift and
premature termination of synthesis of the P-glycoprotein, one of the important transport
proteins of some drugs. Synthesized non-functional P-glycoprotein is unable to eliminate
drugs from the brain, which leads to a neurotoxic problems in affected dogs.

The theoretical part describes structure and function of P-glycoprotein and its inhibition
caused by MDR1 coding gene mutation. The most commonly affected breeds are
subjected to analysis as well as the problem of drugs for dogs with this mutation. Review
also includes a description and principle of methods used for detecting mutation of MDR1

gene.

The aim of this thesis was to optimize and screen DNA samples of Shepherd Dogs for the
MDR1 gene mutation by LAMP and PCR-RFLP as well as by mutual comparison of both
methods.

The empirical part presents the results of the study. The studied population consisted
about 140 samples of Shepherd Dogs DNA. Our results confirmed the highest incidence
of recessive homozygotes in the tested population of Smooth Collie (25 %). Moreover,
the number of heterozygous was also the highest in this breed (50 %). However, the
number of heterozygous dogs in the tested population of German Shepherd was
surprisingly comparable with population of Smooth Collie, because it reached 49 %.
Equal number of the German Shepherd was dominantly homozygous. Whereas, the
highest number of healthy dogs was found in the tested population of Border Collie breed
(65 %).

Keywords

MDR1 gene, P-glycoprotein, Shepherd Dog, LAMP, PCR-RFLP
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1 Uvod

Chov ovéackych psi je v Ceské republice velmi popularni, a to zejména diky vysoké
inteligenci téchto pst a jejich snadnému vycviceni. Své uplatnéni nasli nejenom jako
pracovni psi, ale vyuzivaji se také v celé¢ tadé psich sportl. S rostoucim poctem
odchovanych jedinci se vSak zvySuje i procento pienaSeCi mnoha geneticky
podminénych chorob, na coz velka ¢ast chovateli nebere ohled. Tento fakt vSak souvisi
s tim, Ze vétSina genetickych vySetieni neni podminkou pro zafazeni psa do chovu a
spojeni nékterych pstt mize mit neptiznivé nasledky pro nadchéazejici generace. Jednou
z téchto geneticky podminénych onemocnéni je pravé i mnohocetna 1ékova rezistence

zpisobena mutaci v genu MDR1.

Mutace v genu MDR1 je u ov¢ackych pst zptisobena deleci 4 bp, kterd zpisobi posun
¢teciho rdmce a predCasny vznik stop kodonu, coz ma za nasledek ukonceni syntézy P-
glykoproteinu, ktery je nezbytny pro odbouravani lé¢iv zmozku. Tim se stava
hematoencefalicka bariéra v CNS propustnou pro 1éCiva, ktera P-glykoprotein
transportuje, coz vede K neurotoxickym G¢inkdm, a nakonec muze dojit i k uhynu zvitete

(Mealey et al., 2001).

Tato prace je zaméfena na detekci popisované mutace U péti ovCackych plemen.
Konkrétné se jedna o plemena australsky ovcak, border kolie, dlouhosrsta kolie,
kratkosrsta kolie a némecky ov¢ak. Mutaci v genu MDR1 jsou nejvice postizeni zastupci
plemene kolie (az 70 % jedinct) a australsky ovéak (pfiblizné 50 % jedinct) (Stiedl and
Weber, 2017).

K detekci mutace MDR1 genu byly v praktické ¢asti této prace pouzity dvé molekularné
biologické metody, jednalo se 0 vyuziti technik loop-mediated isothermal amplification
a restrik¢ni analyzy. Jednim z cild prace bylo srovnani téchto pouZitych metod, pficemz
bylo ptedpokladano, ze metodou LAMP pijde vysledny genotyp urcit 1épe neZ pomoci
PCR-RFLP.
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2 Literarni prehled

2.1 Pivod a domestikace psa

Pes domaci (Canis lupus familiaris) se fadi mezi nejstarsi domestikovana zvirata, cloveéka
provazi minimaln¢ 14 tisic let. O jeho pivodu vSak existuje mnoho hypotéz. Nejvice
roz§ifenou teorii je domestikace psa z vlka Sedého (Canis lupus), ktery pattil mezi

dominantni predatory Severni Ameriky a Eurasie (Lindblad-Toh et al., 2005).

Scilem potvrzeni uvedené hypotézy provedl Freedman et al. (2014) komparativni
genomickou analyzu vlkd a psi. Referen¢ni vzorek vtomto vyzkumu piedstavoval
genom boxera, jako zastupce “moderni rasy psa‘“. K této studii byli vybrani tfi zastupci
vlka Sedého, kazdy z jiného teoretického centra domestikace psa (Evropa, Blizky vychod
a vychodni Asie). Dale byla analyzovana jaderna DNA dvou prastarych linii psa — Basenji
(Afrika) a Dingo (Australie). Pravé tato plemena predstavuji, diky své dlouhé¢ historii,
ptilezitost k nalezeni spojitosti mezi vlky a nejranéjSimi plemeny psii. Kromé& vSech vyse
uvedenych zastupct byla také analyzovana DNA $akala obecného (Canis aureus), ktery

ma se vSemi uvedenymi spole¢ny ptivod.

Vysledky této studie ukdzaly, Zze zadny ze zkoumanych vlka pfimo nestoji za vznikem
linie pst. Diikazem je efekt zvany bottleneck (zmenseni populace), ktery sice probéhl u
vlka i psa, ale 1i8i se v rozsahu a dobé¢, kdy nastal. U pst prob¢hl bottleneck az v priabéhu
domestikace, kdezto u vlkt prob&éhl mnohem diive a ve vétsim rozsahu. Bottlenecky jsou
tedy dikazem odlisné historie. Diky této skute¢nosti miizeme na zdkladé fenotypové
podobnosti vlki a psi usoudit, ze pes pravdépodobné vzniknul domestikaci jejich

spole¢ného piedka (Freedman et al., 2014).

Dalsim dtikazem, Ze psi nevznikli domestikaci vlka je ptivod prastarych linii psi Basenji
a Dingo. Vyskyt téchto plemen je totiz geograficky oddélen (Afrika a Australie). Navic
se jednd o oblasti, kde se vlk bézn¢ nevyskytuje, ale i pfesto jsou u obou plemen
pozorovatelné stopy po kiizeni s vikem, z ¢ehoz lze usuzovat, Zze genovy tok probihal
v dobé pted nebo v pribéhu domestikace a Snejvétsi pravdépodobnosti musel

prob&hnout na tzemi Asie (von Holdt et al., 2010).

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze hypotéza domestikace psa z vlka je mylna. Psi a vici se
s nejvetsi pravdépodobnosti vyvijeli ze spoleéného predka vedle sebe. Tuto teorii by
mohly objasnit rozbory kosternich pozustatki pravékych psa (Wayne and von Holdt,
2012).
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2.2 Genom psa

V Cervenci roku 2005 uvetejnil tym védch z amerického programu “The National Human
Genome Reseach Institute (NHGRI) vysledky projektu sekvenovani genomu psa.
K analyze uvedeného vyzkumu byla pouzita DNA boxera, ktery byl vybran jako zastupce
vysoce proSlechténého plemene, u n¢hoz byla predpokladana vysoka geneticka
homogenita (Lindblad-Toh et al., 2005). Projekt sekvenovani psiho genomu byl zapocat
zejména kvuli porozuméni a srovnani s genomem c¢loveéka, s nimz mé pes velkou ¢ast
genovych informaci spole¢nou. Bylo dokazano, ze mnoho z ptiblizné 360 genetickych
onemocnéni pst se podoba tém lidskym, napiiklad epilepsie, cukrovka, nékteré druhy
rakoviny, srde¢ni onemocnéni, slepota, hluchota a dalsi (Parker et al., 2004). Navic
mohou byt pfi¢iny genetickych poruch srozumitelné;jsi, 1épe pozorovatelné a objasnitelné
u velkych rodokment pst nez u malych, outbrednich lidskych rodin (Kirkness et al.,
2003).

Psi genom ma velikost 2,4 miliardy part bazi, je tedy o zhruba 18 % mensi neZ genom
¢loveka (Kirkness et al., 2003). Karyotyp psa se sklada z 39 part chromozomd. Jedna se
0 76 akrocentrickych autozomd, které jsou podobné velikosti i tvarem. Dale se psi
karyotyp sklada ze dvou gonozomt, velkého submetacentrického chromozomu X a

malého metacentrického chromozomu Y (Obrazek 1) (Reimann et al., 1999).

Obrazek 1: ldeogram genomu psa.
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2.3 ABC transportni proteiny

Jednou ze zakladnich funkci vSech zivych organismu je transport specifickych molekul
pfes membrany. Pro rizné molekuly se vyvinuly jiné transportéry, proto je znamo velké
mnozstvi transportnich proteinti. Jednou z nejvétSich rodin transportnich proteinti je
skupina ABC transportéri (ATP binding cassette’s). ABC transportéry vyuzivaji ATP
k ovladani pruchodnosti kanalu nebo také k ptimému transportu molekul. ABC
transportni proteiny transportuji Sirokou Skalu substratl vcetné aminokyselin, cukra,
kovovych iontl, peptidii a proteini a také velké mnozstvi hydrofobnich sloucenin a
metabolitt. Podle substratl, které transportuji, se ABC transportéry déli na 7 podskupin:
ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF a ABCG. ABC geny jsou nezbytné pro
mnoho procest v bufice a mutace v nich zptsobuji nebo ptispivaji k rozvoji genetickych

poruch (Dean et al., 2001).

ABC transportni proteiny byly objeveny u riznych biologickych druhti — bakterii, rostlin,
hub a zivoc¢icha (Lehne, 2000).

2.3.1 Membranovy transportér P-glykoprotein

Jednim z podskupiny ABCB transportnich proteinii je Membranovy transportér P-
glykoprotein, ktery za ptitomnosti ATP transportuje kationty nebo neutralni hydrofobni
1é¢iva pres bunécné a tkanové bariéry, hraje tedy dualezitou roli v rezistenci viuci 1ékiim

(Hooiveld et al., 2001).

Membranovy transportér P-glykoprotein (Pgp) byl poprvé izolovan vroce 1976
z ovarialnich bunék 1ékoveé rezistentniho kiecka ¢inského (Cricetulus griseus)
(Pechandova et al., 2006).

2.3.1.1 Funkce P-glykoproteinu

P-glykoprotein je exprimovan ve zdravé tkani se sekre¢ni nebo exkrecni funkci, jako jsou
napiiklad jatra, ledviny, stieva, varlata a trofoblasty v placenté. Exprese P-glykoproteinu
v téchto tkanich omezuje absorpci 1€kt ze stieva a podporuje jeho vylucovani do zluci a

moci, ¢imz omezuje vstup 1éki do centralniho nervového systému (Geyer et al., 2005a).

Zakladni funkci P-glykoproteinu je vylu€ovani potencialné toxickych xenobiotik z téla a
obrana pied jejich vstupem do mozku a reprodukénich organti. Vyznam P-glykoproteinu
vV hematoencefalické bariéte byl rozsahle studovan u mysi s knockoutovanym MDR1

genem. Tyto mys$i jsou zdravé a plodné, ale maji zvySenou citlivost na 1é¢iva obsahujici
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substraty P-glykoproteinu, ptikladem takového 1é¢iva miize byt ivermectin (Geyer et al.,
2005a).

2.3.1.2 Struktura P-glykoproteinu

Struktura P-glykoproteinu byla objasnéna v roce 2009. Morfologicky pfipomina struktura
Pgp valec o vy$ce 8 nm a priméru 10 nm. Polovina tohoto valce je ukryta v bunécné
membrané. P-glykoprotein si miZzeme pifedstavit jako vodni kandl, ktery je otevien do

extracelularniho prostoru a uzavien smérem k cytoplazmé (Aller et al., 2009).

Podklad struktury P-glykoproteinu tvofi transmembranova bilkovina, ktera se sklada
pfiblizné z 1280 aminokyselin. Tato monomerni bilkovina je tvofena dvéma
analogickymi c¢astmi. Ob¢& obsahuji Sest hydrofobnich transmembranovych domén
tvoficich “efluxni kandly*“ a jednu hydrofilni intraceluldrni doménu schopnou
hydrolyzovat ATP (Obrazek 2). Stépenim ATP se uvolnéni energie, ktera je pak vyuzita
Kk pfenosu substratu. Tato doména s ATPazovou aktivitou je typicka pro vsechny ABC
transportni proteiny a tvofi ji piiblizné 200 aminokyselin. Homologni poloviny jsou
propojeny peptidovym segmentem, ktery je tvofen 75 aminokyselinami (Pechandova et
al., 2006).

Obrazek 2: Struktura P-glykoproteinu.

transmembranové domény

extracelularni prostor

cytoplazmatickd membrana

intracelularni prostor

NH COOH

ATP vazebné domény

Zdroj: Hooiveld et al., 2001.

2.3.1.3 Substraty P-glykoproteinu

Jednotlivé ABC transportni proteiny reaguji specificky pouze s jednim substratem nebo
s velmi uzkym spektrem substrati. Vyjimku tvoii P-glykoproteiny, které jsou na rozdil
od typickych transportéri schopné ptenosu velkého mnozstvi chemicky i funkéné

odliSnych latek. Jednd se zejména o xenobiotika a IéCiva zraznych
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farmakoterapeutickych skupin jako jsou imunosupresiva, protirakovinné 1éky,
antiparazitika, antimikrobialni 1éky, srdecni 1éky, opiaty a mnoho dalsich (Tabulka 1).
Mimo to, Pgp také zajist'uje transport nékterym endogennim hormontim a dalSim latkam

(Hooiveld et al., 2001).

VétSina substratii interagujicich s P-glykoproteiny jsou hydrofobni nebo amfifilni
povahy, maji planetarni usporadani a jejich molekulova hmotnost je casto vyssi nez 400
Da. Velké mnozstvi substratt Pgp jsou pii neutralnim pH kladné nabité. Tato
charakteristika neni platna pro v§echny substraty Pgp. P-glykoproteiny ¢asto transportuji
substraty s molekulovou hmotnosti mensi nez 400 Da, mnohdy pfendsi i neutralni nebo
negativné nabité substraty, dokonce transportuji i molekuly hydrofilni povahy, jako je

tfeba metotrexat (Pechandova et al., 2006).

Aby se molekula mohla stat substratem P-glykoproteinu, musi ve své struktufe obsahovat
dvé nebo tii elektron-donorové skupiny, které mohou vytvaret vodikové vazby, pomoci
kterych dochazi k interakci s vodikovymi vazbami ve struktufe Pgp. Diky této interakci

je pak umoznén pienos substratu (Lehne, 2000).

Tabulka 1: Piiklady substrati P-glykoproteinu.

Kategorie 1éku Konkrétni 1éky

Analgetika acepromazine, butorphanol

Antimikrobika rifampin, sparfloxacin, talinolol, tetracyklin

celoprolol, doxycyklin, erytromycin, intraconazol, ketoconazol, levofloxacin,

doramectin, emodepside, eprinomectin, ivermectin, milbemyctin,

Antiparasitika moxidectin, selamectin

H1l-antihistaminika |fexofenadin, terfenadin

H2-antihistaminika | cimeditin, ranitidin

actinomycin, daunorubicin, docetaxel, doxorubicin, epirubicin, etoposid,
Chemoterapeutika | irinotecan, mitomycin C, mitoxantron, paclitaxel, tamoxifen, temiposid,
teniposid, topotecan, vinblastine, vincristine, vindesine

Imunosupresiva antiemetika, cyklosporin A, domperidon, ondansetron, rapamycin, tacrolimus
. aldosteron, cortizol, dexamethason, estradiol, hydrocortison,
Steroidy .
methylprednisolon
Srdeéni 1éky amoidaron, digitoxin, diltiazem, chinidin, losartan, quinidine, verapamil
Opiaty loperamid, morfium
Ostatni amitriptylin, fenytoin, ondasetron, phenothiazin, phenytoin,

Zdroj: Pechandova et al., 2006.
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2.3.1.4 Inhibitory P-glykoproteinu

Léciva, kterd maji schopnost inhibovat funkci Pgp, ovliviuji biologickou dostupnost a
eliminaci substratu se oznacuji jako inhibitory P-glykoproteinu. Velké mnozstvi studii se
zabyvalo interakci mezi P-glykoproteiny a jejich substraty. Vyzkum se zaméfil na

Skodlivy i prospésny efekt interakce (Hodges et al., 2011).

Nejvice prostudovana je role Pgp v onkologické 1é¢b€. Za odolnost nddorovych bunék
Vv protinadorové terapii je odpovédnd neamérna exprese P-glykoproteini v tumorovych
bunkach. Tuto rezistenci mizeme narusit pouzitim specifickych inhibitort Pgp, které

obnovi citlivost tumorovych buné¢k na cytostatika (Deferme and Augustijns, 2003).

Prvni 1é¢ivo s prokazanymi inhibi¢nimi schopnostmi byl verapamil. Jeho inhibi¢ni
aktivita byla v8ak patrnd aZ s podanim vysSich davek, které jsou kardiotoxické. Vhodnym
inhibitorem Pgp je 1€k cyklosporin, ktery vsSak nelze pouzit v onkologii, jelikoz ma
imunosupresivni uc¢inek. Klinicky nadéjnym inhibitorem Pgp se zda 1ék PSC-833, jedna

se o neimunosupresivni cyklosporin (Lehne, 2000).

2.4 Gen MDR1

Nazev genu MDR1 je odvozen z anglického multi-drug resistence. Jedna se o gen kodujici
P-glykoprotein, ktery je zodpovédny za transport nékterych druhl 1é¢iv z mozkomisni
tekutiny do krve, také hraje dilezitou roli v obrané¢ pied vstupem xenobiotik do
organismu. Neumérna exprese tohoto genu muze vést k rezistenci na podavanou terapii.
P-glykoprotein se fadi do skupiny ABC transportnich proteintl, konkrétn€ do podskupiny
ABCB. Proto se mnohdy muzeme setkat s ozna¢enim tohoto genu jako gen ABCBI.

(Deshpande et al., 2016).

Gen MDRL je u psi lokalizovan na 14 chromozomu a sklada se z 28 exontl. Mutace
v genu MDR1 zpisobuje zvySenou citlivost k nékterym druhtim 1éka (Geyer et al.,
20053).

2.4.1 Mutace v genu MDR1 u ovéackych psi

Na pocatku 80. let bylo zavedeno v 1écbé psii nové antiparazitikum, ivermectin. U
velkého mnozstvi psti plemene Kolie pusobilo toto 1é¢ivo neurotoxicky. Neurotoxicita
ivermectinu byla objasnéna az v roce 2001, kdy Dr. Katrina Mealey z Washington State
University (College of Veterinary medicine) identifikovala mutaci v genu MDR1 (Mealey

et al., 2001). Nejcastéji se popisovana mutace v odborné literatuie oznacuje jako MDR1
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nt230 (del4), ale Casto se také mizeme setkat S oznacenim mdr1-1A, ABCB1-1A nebo

S jinymi variantami znac¢eni (Dowling, 2006).

Mutace MDR1 nt230 (del4) se nachazi ve 4. exonu, je zpusobena deleci 4 bp
v palindromické sekvenci GATAG (GATA nebo ATAG) v nukleotidové pozici 230. Tato
delece zpusobi posun cteciho ramce, coz vede k pred¢asnému vytvoreni stop kodonu a k
ukonceni syntézy P-glykoproteinu. Vysledny Pgp je zkraceny z 1281 aminokyselin na
pouhych 91. Hematoencefalickd bariéra v CNS se stdva propustnou pro lé¢iva, kterd
transportuje P-glykoprotein a mohou prochazet do nervovych tkani psa. Podame-li zvifeti
S homozygotné mutovanym MDR1 genem ivermectin, mizeme u né& pozorovat
pohybové poruchy, chvéni, slinéni, zvraceni, slepotu, koma, mtize dojit i k thynu zvitete

(Mealey et al., 2001).

Neocekéavané, vedlejsi, neurotoxické ucinky nepozorujeme pouze po podani
antiparazitika ivermectinu. V ptipadé mutace MDR1 nt230 (del4) mulzeme tyto
nepiijemné vedlejsi ucinky pozorovat i po podani jinych 1ékt, které se pouzivaji pti 1écbe
pst, napiiklad moxidectin, selamectin, acepromazin a dal$ich substrati Pgp (Tabulka 1).
Léka, které v piipadé mutace MDR1 genu zpusobuji neurotoxické Géinky, je mnoho,
proto je dulezité provadét u geneticky predisponovanych psi jeji detekci (Geyer et al.,
2005D).

Kromé kolie je touto mutaci ovlivnéno mnoho dalSich psich plemen. Primarné byla
mutace v genu MDR1 identifikovana u pasteveckych plemen pst a jejich ptibuznych.
Mezi Cistokrevna plemena, u kterych se detekuje popisovana mutace patii kolie
dlouhosrsta, kolie kratkosrsta, border kolie, sheltie, australsky ovéak, anglicky ovcak, bily

Svycarsky ovéak, bobtail, dlouhosrsty vipet, némecky ovcak a dalsi (Gramer et al., 2011).

Jelikoz byla primarné popisovana mutace identifikovana zejména u pasteveckych plemen
pst, je velmi pravdépodobné, ze postizeni genu MDR1 pochazi z jedné rodové mutace,
tedy z jednoho jediného psa. Pravdépodobné se jednalo o psa, ktery zil kolem roku 1800
ve Velké Britanii. Mutace se pak naslednym kiizenim snadno rozsitila (Geyer a Janko,

2012).

V praci s nazvem Breed distribution of the nt230 (del4) MDR1 mutation in dogs autofi
vySetfovali mutaci MDR1 genu u deviti ¢istokrevnych plemen. Do experimentu byly také
zahrnuty vzorky DNA ptibuznych i neptibuznych kiizenct. Celkem bylo v ramci této
studie vySetfeno 6544 vzorkti DNA pst z Némecka (Tabulka 2) (Gramer et al., 2011).
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Tabulka 2: Vysledky vySetieni 6544 vzorkit DNA psi.

. .| Alelicka frekvence Genotyp (%)
Plemeno Pocet psii
(%) MDRL (-)  |MDR1 (+/+) | MDRI (+/-) | MDRL (-/-)
Kolie * 2227 59 19 45 36
Dlouhosrsty vipet 20 45 25 60 15
Sheltie 960 30 49 43 8
Australsky ovéak 1908 22 62 32 6
Mini Australsky ovéak 72 24 54 43 3
Bily Svycarsky ovéak 274 14 75 23 2
Border kolie 527 1 98,7 0,9 04
Willer 110 17 65 35 0
Bobtail 67 4 92 8 0
P¥ibuzni kiiZenci ° 261 8 86 12 2
Neznami kiizenci © 118 2 97 3 0

Zdroj: Gramer et al., 2011.

A — Do této skupiny byly zahrnuty vzorky DNA plemen dlouhosrsta kolie, kratkosrsta

kolie a americka kolie.

B — Do této skupiny byli zafazeni testovani psi, u kterych bylo znamo plemeno jednoho

z rodicu (kolie nebo border kolie).
C — Do této skupiny byli zafazeni testovani psi S neznamym ptivodem obou rodi¢u.

Z tabulky 2 je patrné, Ze frekvence vyskytu mutace se u jednotlivych plemen vyrazné lisi.
Nejvétsi vyskyt alespon jedné mutované alely byl prokazan u kolii (81 %) a dlouhosrstych
vipetl (75 %). Frekvence vyskytu u sheltii byla 51 %, u mini australskych ov¢aka 46 %
a u australskych ov¢aki 38 %. U plemene border kolie se mutovana alela vyskytla pouze
vzacné (1,3 %). Zajimavé je, Ze u skupiny kiiZzencl s jednim zndmym rodiCovskym
plemenem byla zjisténa frekvence vyskytu mutované alely pouze 14 % (Gramer et al.,
2011).

Frekvence vyskytu mutace se li§i i v riznych zemich svéta. Vyrazné se od sebe lisily
vysledky vyzkumi provedenych v Australii a USA. Studie z USA ukazala, Ze 22,6 %
testované populace kolii je homozygotni pro normdlni alelu, 42 % populace tvofili
heterozygotni jedinci a recesivnich homozygotti bylo odhaleno 35,4 % (Mealey et al.,
2002). Vysledky studie provedené v Australii jsou odlisné, dominantnich homozygota
bylo v testované populaci kolii 12 %, 64 % z testované populace tvofili heterozygotni

jedinci a 24 % z populace predstavovali homozygotné recesivni jedinci. U plemene
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australsky ovcak byla frekvence mutované alely v USA 17 %, zatimco v Australii 69 %.

Podobné vysledky byly hlaseny i u jinych plemen (Mealey et al., 2005).

2.4.2 Model dédi¢nosti genu MDRI1

Dédi¢nost genu MDR1 (Tabulka 3) je autozomalné recesivni (Geyer et al., 2005a).
Postizeni jedinci jsou tedy recesivni homozygoti, heterozygoti jsou zdravi jedinci, ale je
zde riziko pfenosu recesivni alely potomkiim, dominantni homozygoti jsou zdravi a

nenesou zadné riziko pfenosu postizené mutované alely na potomky.

Delece znamena “vypusténi® ¢asti genové sekvence, proto se bézné v praxi delece
oznacuje jako minus. PostiZzeni jedinci jsou tedy oznaCovani -/-, pfenaseci +/- a zdravi

jedinci se zna¢i symboly +/+ (Geyer et al., 2005a).

Tabulka 3: Kombinace kiizeni rodi¢d s riznymi genotypy.

& @ Zdrava (+/+) |Pienaecka (+/-)| Nemocna (-/-)

0 +."+

Zdravy (+/+) 100 % +/+ 55% ;‘3 +’, 100 % +/-
0 Tf=
25 % +/+

Pienadet (+/) 30% +/+ 50 % +/- 30 % +/-

50 % +/- 55 90 50 % -/-
& 0=/
0 +."_

Nemocny (-/-) 100 % +/- 55% ;‘j ) 100 % -/-
0 =/=

Zdroj: vlastni.

2.5 Problémova léciva pro psy s mutaci v genu MDR1

Na zakladé mutace MDR1 nt230 (del4) se syntetizuje netuplny a nefunkéni transportér P-
glykoprotein, coz vede ke snizeni eliminace 1éki, které jsou substraty tohoto transportéru,
ptes ledviny, jatra a stievo. Navic mohou tyto léky prochazet hematoencefalickou

bariérou a pusobit tak postizenym jedincim neurotoxické problémy (Geyer a Janko,
2012).

Psi s touto mutaci se nemusi vyhybat v§em 1ékiim, které jsou substraty P-glykoproteinu.
Mnoho 1€kt miiZe byt pouzito, jen se musi upravit jejich davka. Na druhé strané je zndmo
n¢kolik bézn€ pouzivanych 1€k, které inhibuji funkci P-glykoproteinu, a to i u zvirat bez
mutace v genu MDR1. Dysfunkce P-glykoproteinu muize byt tedy geneticky

zprostiedkovana nebo ziskand. Aby nedoSlo podanim 1é¢iva k vyvolani nezéddoucich
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ucinkl, musi veterinat dobfe zvazit vsechny potencialni ptic¢iny dysfunkce Pgp (Mealey,

2016).

Velké mnozstvi 1éCiv pouzivanych ve veterindrni mediciné jsou substraty P-
glykoproteinu. VétSina z nich je odvozena od makrocyklickych laktond, nejcastéji

z avermektinu a milbemycinu (Mealey, 2008).

Avermektiny a milbemyciny jsou léCiva biosyntetického plivodu s antiparazitnim a
antinematodnim u¢inkem. Ovliviiuji funk¢énost neurotransmiteri na nervovych vlaknech
paraziti tim, Zze se navazi na neuronalni chloridové kanaly GABA. Pro savce jsou
makrocyklické laktony témér neskodné, protoze jejich prestup z krve do mozku je branén
hematoencefalickou bariérou (Duchacek and Lamka, 2014). Tato bariéra je vSak u pst
s mutaci MDR1 nt230 (del4) narusena, makrocyklickym laktonim je umoznén piestup
do mozku a tim mohou vznikat neurotoxické symptomy. Nicmén¢ psy s touto mutaci lze
vV nevyhnutelnych ptfipadech makrocyklickymi laktony oSetfit, pokud budou dodrzeny
nasledujici faktory:

1. Dodrzeni doporucené terapeutické davky (rizné u riiznych 1&ka).

2. Zpusob aplikace 1ékia (napf. intravendzni aplikace ivermectinu psim MDR1 (-/-)
v davce 1 mg/kg je bezpecné a nevyvola zadné potize, naproti tomu peroralni
aplikace stejné davky je pro MDRL1 (-/-) psy vysoce toxicka).

3. Genotyp postizeného psa (u nékterych heterozygotnich jedinch MDR1 (+/-) je
pozorovana mirna ataxie a neurotoxikoza, u homozygotnich psi MDR1 (-/-) je

sledovana zavazna, zivot ohrozujici intoxikace) (Geyer and Janko, 2012).

Do skupiny avermektin se fadi 1é¢iva abamectin, doramectin, eprinomectin, ivermectin
a selamectin. Mezi milbemyciny patii moxidectin, milbemyctin a nemadectin (Duchacek

a Lamka, 2014).

2.5.1 lvermectin

Ve veterinarni mediciné se ivermectin pouZziva jako Sirokospektralni antiparazitikum
proti antropodiim a nematodiim zejména u skotu, koni, ovci a prasat. Pouziti ivermectinu
pro psy neni v Ceské republice schvaleno. Nicméné i pies to se v CR k 16¢bé koznich
parazitarnich infekci u pst vyuziva l1écivych ptipravkl obsahujicich ivermectin. Tyto
ptipravky jsou vSak schvalené pouze pro hospodaiské zvitata, coz je jednou z piicin otrav

ivermectinem u pst, nebot’ tyto 1€ky jsou urceny pouze k parenteralni aplikaci. Pfipravky

20



obsahujici ivermectin uréené specificky pro psy musi byt podavany intravendzné, takové

1€ky jsou vsak registrované pouze v USA (Bus, 2005).

U kolii s mutaci vgenu MDR1 jsou patrné nezadouci neurotoxické symptomy pfi
mnohem nizsich davkach (50-100 pg/kg) nez u jinych plemen pst s touto mutaci (120-
150 pg/kg). Naproti tomu u plemen, které popisovana mutace nepostihuje, mohou byt
podavany nékolikanasobné vétsi davky ivermectinu bez zadné nasledné znamky toxikozy
(napf. psim plemene beagle byla podana davka 2,5 mg/kg ivermectinu bez zadnych

naslednych neurotoxickych poruch) (Geyer et al., 2005a).

2.5.2 Selamectin

Stejné jako ivermectin patii selamectin do skupiny avermektini. Ve veterinarni mediciné
se pouzivé jako antiparazitikum proti antropodiim. U pstl se pouziva pfedevsim k hubeni
ektoparazitd zijicich v srsti a kazi zvifete, uziva se také k 1é¢bé parazitdoz vyvolanych
endoparazity. Selamectin najdeme v pfipravcich k hubeni blech a uSnich rozto¢u
v minimalni davce 6 mg/kg. Na trhu se selamectin nevyskytuje v koncentrovanéjsi forme,
proto je u néj pfedavkovani malo pravdépodobné. Mezi nejcastéjsi klinické ptiznaky po
vystaveni vy$$i davce selamictinu patii slinéni, zvraceni a ataxie (Merola and Eubig,

2012).

Selamectin je k dostani jako lokalni 1€k pro psy a kocky, bézn¢ se vyskytuje jako ucinna

latka v antiparazitnich obojcich.

2.5.3 Moxidectin

Moxidectin se fadi do skupiny milbemycint. Jako ¢k je dostupny ve vice forméch, véetné
oralni a injekéni. Ve veterinarni mediciné se moxidectin u malych zvifat pouziva jako
ptipravek k prevenci vii¢i srdecnim Cervim. Stejné jako u ivermectinu jsou lécivé
ptipravky obsahujici moxidectin uréené pro aplikaci u hospodatskych zvitat, zejména u
skotu a koni, z toho ditvodu jsou na trhu léky s vysokou koncentraci moxidectinu (5-20
mg/ml). Mala zvifata mohou byt tim padem vystavena vysokym davkam z jiz malého

mnozstvi produktu (Merola and Eubig, 2012).

K prevenci vici srdecnim cerviim se moxidectin psim aplikuje kazdy mésic oralné
v davce 0,003 mg/kg. Pii subkutdnni aplikaci se pouziva 1ék s prodlouzenym

uvoliovanim kazdych Sest mésict, v davce 0,17 mg/kg (Geyer et al., 2005a).
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Pti peroralni aplikaci v davkach 1,9-2,8 mg/kg byly zaznamenany nezadouci Gc¢inky i u
pst bez mutace MDR1 (+/+). U téchto jedinct se objevila ataxie, tachykardie, slepota,

ties, hypertermie, koma a respira¢ni deprese (Merola and Eubig, 2012).

2.5.4 Acepromazin

Acepromazin se ve veterinarni medicin€ pouziva jako sedativum a analgetikum. VétSinou
se aplikuje ordln¢ ve form¢ tablet s davkou 0,05 mg/kg. Acepromazin je povazovan za
relativné bezpecné sedativum, u kterého dochézi k vyskytu nezadoucich G¢inkl pouze

ziidka. Po aplikaci acepromazinu se miize do¢asn¢ vyskytnout hypotermie a brachykardie

(Deshpande et al., 2016).

Acepromazin muzeme najit jako G¢innou latku v pfipravku Sedalin (pouziva se ke

zklidnéni domacich zvirat).

2.6 Plemena postiZena mutaci genu MDR1

Delece v genu kdodujici membranovy transportér P-glykoprotein se s velkou cetnosti
objevuje u ovéackych plemen. Touto mutaci jsou nejvice postiZeni zastupci plemene kolie
(v nékterych populacich vice nez 70 %) a australsky ov¢ak (ptiblizné 50 % jedincit).
Piibuzna a smiSena plemena s pivodem kolie jsou ovlivnéna v mensi mife (Stiedl a

Weber, 2017).

Pro tuto praci bylo pro detekci uvedené mutace vybrano pét plemen ovcaki. Jednalo se o
plemena australsky ov¢ak, border kolie, dlouhosrsta a kratkosrsta kolie. U téchto plemen
se mutace vgenu MDR1 bézné vySetfuje. Posledni zvolené plemeno piedstavoval
némecky ovcak, zastupci tohoto plemene se na uvedenou mutaci bézné nevysetiuji, proto

neni ptesné zndmé procentualni zastoupeni postizenych jedinct.

Mezi dalsi plemena hojné postizena popisovanou mutaci patii dlouhosrsty vipet (pfiblizné
65 % jedinci), McNab ovéak (~30 %), anglicky ov¢acky pes (~15 %), sheltie (~15 %),
willer (15 %), bobtail (~10 %) a kiiZenci téchto plemen (~5%) (Gramer et al., 2011).

2.6.1 Australsky ovéak

Australsky ov¢ak paradoxné nepochazi z Australie, ale jedna se o plemeno pivodem
Americké. Jméno dostal jako pfipominku na baskické pastevce, ktefi ptisli se svymi psy
z Austrélie do Spojenych statl na konci 19. stoleti. Jednalo se o typy kolii, které se kiizily
s domécimi psy. Vznikli kiizenci se velmi vzhledov€ i povahou podobali australskym

ovCakim tak, jak je zndme dnes (Réber, 1994).

22



Obliba australského ovcaka stoupala po druhé svétové valce. Tito psi se ucastnili rodea,
zavodi koni a stali se oblibenymi u kovbojl, kterym pomadhali pfi nahdnéni stad.
Australsky ovcak si diky svému temperamentu a inteligenci rychle vydobyl pozici na

americkych farmach (Cisafovsky, 2008).

Plemeno je stiedni velikosti, svalnaté a pevné. Kohoutkova vyska pst se pohybuje
vV rozmezi 50 — 57 cm, vyska fen je 45 — 52 cm. Ocas je rovny, muze byt od narozeni
dlouhy nebo kratky, v zemich, kde je to povoleno se ocas australskych ov¢aka kupiruje.
Srst je polodlouhd, rovna nebo mirné vinita. Vyskytuje se v nékolika typech zbarveni blue
merle (Obrazek 3), red merle, Cisté hnédy nebo ¢erny také se mohou vyskytovat rizné
bil¢ a tiislové odznaky. Oc¢i maji australsti ov¢aci mandlovitého tvaru, zbarveni o¢i mize
byt hnédé, ambrové nebo modré, vyskytuji se i jedinci s kombinaci uvedenych barev

(Verhoef-Verhallen, 2010a).

Australsti ovcaci jsou velmi inteligentni a uéenlivi psi. Jedna se o ostrazité, bystré a velmi
aktivni jedince s velkou vydrzi. Jsou vérni, k nezndmym lidem se chovaji zdrzenlive,
siln€ se fixuji na svého pana a jeho rodinu. Vychova australskych ov¢aki neni naro¢na,
rychle a radi se uci, potiebuji vSak rozmanitost tkold, jinak se z nich stavaji otravni psi.
Jedna se o mnohostranné nadané plemeno, jehoz temperament lze vyuzit v rliznych

disciplinach psiho sportu (Verhoef-verhallen, 2014).

Obrazek 3: Typicky zastupce plemene australsky ovéak, zbarveni blue merle.

Zdroj: Lanceau, 2007.
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2.6.2 Border kolie

Plemeno border kolie ma ptivod v takzvané Border Country, coz je oblast mezi Anglii a
Skotskem. Uvedené plemeno bylo vyslechténo z vicero psich ras s cilem vyuziti ke
sttezeni dobytka a nahanéni ovci. Kosterni pozlstatky dokazuji, Ze border kolie
existovala jiz v prehistorickych dobach (Réiber, 1994). I ptes jeji vynikajici pracovni
schopnosti nebyla do 90. let 20. stoleti mimo Velkou Britanii pfili§ znama. Pak vSak
obliba border kolie velmi rychle stoupla a dnes se fadi mezi velmi populdrni a Zadana

plemena (Cisafovsky, 2008).

Jedna se o psy dobrych télesnych proporci, délka trupu by méla piesahovat jejich
kohoutkovou vysku. Vyska pst by se méla pohybovat v rozmezi 53 — 55 cm, feny jsou o
néco niz§i. Srst je leskla a rovna. Existuji kolie s kratkou i s delsi srsti, border kolie s delsi
srsti vSak vyrazné pievazuji. Co se tyka zbarveni srsti, tak pfipustné jsou vSechny barvy,
nikdy vSak nesmi pfevazovat bild. Nejbéznéjsi barevnou kombinaci je ¢erna s bilou
(Obrazek 4), ¢asto se také mizeme setkat se zbarvenimi blue merle a trikolorou. Barva

o¢i je vzdy hnéda (Verhoef-verhallen, 2014).

Stejné jako australS$ti ovcaci jsou border kolie velmi inteligentni, ucenlivé a posluSné.
Vyzaduji smysluplnou praci s moznosti vlastni iniciativy. Nemaji-li dostatek prace,
piideli si tkol sami. Border kolie jsou velice oddané svému panovi a jeho rodiné. Maji
neagresivni povahu a jsou velmi dobii spolecnici. Jejich temperament lze vyuZit
Vv nejriiznéjSich psich sportech, nejvétsi uplatnéni nachazeji v zahdnéni ovci, canicrossu a

agility (Verhoef-Verhallen, 2010a).

Obrazek 4: Zastupce plemene border kolie s typickym ¢ernobilym zbarvenim.

24



2.6.3 Dlouhosrsta a kratkosrsta kolie

Kolie se fadi mezi mimotradné starobyla plemena. Historie popisovanych pst je nedilné
spojena s historii chovu ovci na Britskych ostrovech, ktery zde zapocal pied vice nez
Ctyfmi tisici lety. Chov ovci prosperoval zejména ve Skotsku. Pravé ze Skotska pochazi
predek dnesnich kolii, ktery byl odtud pfevezen do Anglie, kde byly kolie déle Slechtény
az do podoby, ve které je zname dnes (Moore, 2001). Pozdéji také doslo k rozdéleni kolii
do dvou razi, dlouhosrsté (Obrazek 5) a kratkosrsté (Obrazek 6). Uvedené rozdéleni bylo
ovlivnéno pracovnim vyuzitim a prostiedim. Dlouhosrsta kolie se uplatiiovala na svazich
u stad, kde ji jeji odolna srst ochranovala v nevlidném pocasi. Kratkosrstad kolie se

vyuzivala zejména pfi prevadéni ovci na trhy (Cisafovsky, 2008).

Télo kolii je silné, dokonale vyvéazené, bez znamek téZkopadnosti a hrubosti. Vyska
Vv kohoutku pst se pohybuje v rozmezi 56 — 61 cm, vyska fen je 51 — 56 cm. Kolie se
vyskytuji ve tfech barvach blue merle, trikolor a piskova v kombinaci s bilou. Jejich srst

je hruba na dotek. Barva o¢i hnéda nebo modra (Verhoef-verhallen, 2014).

Kolie jsou veselé, inteligentni, ucenlivé a pracovité. Jedné se o velmi citlivé psy, ktefi
velmi $patné sndSeji hrubé zachazeni. Silné se upinaji na svého pana, Casto se chovaji
ochranitelsky k mlad$im ¢lentim rodiny. K nezndamym lidem mohou byt zdrzenlivé, ale

nikdy se nechovaji agresivné (Verhoef-Verhallen, 2010a).

Obrazek 5: Zastupce plemene dlouhosrsta kolie, trikolorni zbarveni.

Zdroj: Réber, 1994.
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Obrazek 6: Typicky zastupce plemene kratkosrsta kolie, piskové zbarveni.

Zdroj: Smréek and Smrckova, 2012.

2.6.4 Némecky ovéak

Vysoce cenénd plemena pasteveckych psii vySlechténa ve Velké Britanii a Nizozemsku
vyvolala v némeckych §lechtitelich potfebu odchovat vlastni narodni ovéacké plemeno.
Nebyl to vsak jednoduchy ukol, nebot’ koncem 19. stoleti existovalo v Némecku mnoho
riznych typt pasteveckych pst, ktefi nebyli vibec uniformni. LiSili se nejenom
zbarvenim a kvalitou srsti, ale také stavbou téla a postavenim usi (Verhoef-Verhallen,
2010b). Sjednoceni téchto odlisnosti a vyslechténi narodniho ovéackého plemena se stalo
cilem kynologa Maxe von Stephanitze, ktery v roce 1899 stanovil plemenny standard.

Plemenna kniha némeckého ovéaka byla zalozena o rok pozdéji (van Houten, 2004).

Némecky ovcak je silné a svalnaté plemeno stfedni velikosti (Obrazek 7). Vyska pst
v kohoutku se pohybuje v rozmezi 60 — 65 cm, vyska fen je 55 — 60 cm. Srst je husta,
pevnd a pevn¢ priléhajici. Némecti ovcaci se vyskytuji v nékolika barevnych
kombinacich. Mohou byt jednobarevné ¢erni nebo Sedi, ¢astéjsi je kombinace barev ¢erné
s hnédymi, gervenohnédymi nebo Zlutymi znaky. Bil4 barva je nezadouci. Cenich musi
mit vzdy Cerny. O¢i maji némecti ov€aci tmavé, sttedné velké, mandlovitého tvaru

(Koudelova, 2010).

Némecky ovcak je velmi ucenlivy, inteligentni, poslusny, stateCny a lehce ovladatelny,
nikdy neni pfehnan¢ agresivni. Neni divu, ze praveé pes s takovymi vlastnostmi se stal
nejvice pouzivanym pracovnim psem na sveété (Cunliffe, 2004). Své uplatnéni nasel nejen
u policistli, vojakt a zachranait, ale také jako hlida¢ a ochrance. Némecky ovcak je také

vybornym slepeckym psem. Skvélych vysledki dosahuje také v riznych psich sportech,
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at’ uz jde o prokazani obratnosti, poslusnosti nebo vycvik. Némecky ovcak je vzdy
ptipraven splnit tkol, je bezpodmine¢né vérny svému panovi a jeho rodiné (Verhoef-

Verhallen, 2010b).

Obrazek 7: Zastupce plemene némecky ovéak.

Zdroj: van Houten, 2004.

2.7 Uzité metody detekce mutace v genu MDR1
2.7.1 Loop-mediated isothermal amplification (LAMP)

Amplifikace nukleovych kyselin je jednim z nejdilezitéjSich procest Vv oblasti
molekularni biologie. Kromé Siroce pouzivané amplifikace pomoci metody PCR byly
navrzeny mnohé dalsi techniky amplifikace. VSechny tyto metody jsou vSak laboratorné
narocné nebo vyzaduji sofistikovany nastroj pro samotnou amplifikaci a detekci
vysledkill. Z toho divodu se védci snazili najit zpsob pfekonani téchto omezeni a do
praxe byly postupné zavadény mnohé izotermalni amplifika¢ni techniky. Jednou z téchto

metod je pravé i izotermicka amplifikace zprosttedkovana smyckami (Loop-mediated

isothermal amplification; LAMP) (Wong et al., 2018).

V porovnani s nejcastéji pouzivanou technikou amplifikace PCR je LAMP rychlejsi,
citlivgjsi a ucinnéjsi. Vyssi ucinnost je pfisuzovana tomu, ze neni nutné volit slozité
teplotni podminky. Diky metodé LAMP je mozné amplifikovat DNA o velmi nizké
koncentraci. Béhem méné nez jedné hodiny miizeme z jedné molekuly DNA ziskat az 10°
kopii, coz vede ve srovnani s PCR k obrovské uspote ¢asu (Nagamine et al., 2002).
Vzhledem Kk vysoké citlivosti metody je LAMP pouzivana zejména k detekci
mikroorganismu (Mori a Notomi, 2009).
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Popisovanou metodu vyvinul v roce 2000 tym japonskych védct (Notomi et al., 2000).
O dva roky pozd¢ji byla metoda LAMP doplnéna o smyckové primery, které hybridizuji
s kmenovymi smyc¢kami a zkrati reak¢éni dobu metody az na polovinu (Nagamine et al.,
2002).

Reakéni smés musi mimo primery a templatovou DNA obsahovat také polymerazu. U
metody LAMP je nutné pouzit jiny druh polymerazy nez pti PCR. Vyuziva se
termostabilnich enzymt s dislokazovou aktivitou. Jedna se napiiklad 0 Bsm polymerazu
izolovanou z bakterie Bacillus smithii, nebo Bst polymerazu =z Bacillus
stearothermophilus. Oba uvedené enzymy katalyzuji syntézu vlaken ve sméru 5'- 37,
exonukleazovou aktivitu 5°- 3" v8ak nemaji. Teplotni optimum pro polymerazu Bsm je
60 °C, spolehlivé vsak syntetizuje DNA do teploty 63 °C. Polymeraza Bst je enzymaticky
aktivni do teploty 66 °C. Dalsi komponenty reakéniho mixu jsou pufr, nukleotidy a
hotecnaté ionty. Do reakéni smési je také mozné pridat betain na stabilizaci poméru AT

a CG bazi (Dhama et al., 2014).

Sada primerti na LAMP se skladd z minimalné Ctyf primerti, konkrétné se jedna o dva
vnitini (pfedni: Forward inner primer, FIP a zadni: Backward inner primer, BIP) a dva
vn&j§i primery (pfedni: Forward outer primer, F3 a zadni: Backward outer primer, B3).
Uvedené primery odpovidaji Sesti riznym sekvencim cilového genu. Jedna se o oblasti
F3c, F2c, Flc na 3" konci a B1, B2, B3 na 5" konci. Primer FIP je sloZen ze sekvenci F2
a Flc, které jsou komplementarni k oblastem F2c a F1. Vngjsi pfedni primer F3 je
komplementarni k oblasti F3c. Zadni vnitini primer BIP je slozen ze sekvenci B2 a Blc,
ty jsou komplementarni k oblastem B2c a B1. Vn¢j$i zadni primer B3 je komplementarni
k oblasti B3c. Pro urychleni mohou byt navic do reakce ptidany dva smyckové primery,
a to predni smyckovy primer (Forward loop primer, Loop F) a zadni smy¢kovy primer
(Backward loop primer, Loop B). Primer Loop F je navrZzen s pouZitim
komplementarniho vlakna mezi oblasti F1 a F2. Loop B primer je navrZzen mezi oblasti
B1 a B2. Vsechny primery hraji v reakci klicovou roli. Vnéjsi primery F3, B3 maji roli
béhem necyklického kroku v ptresunu vlaken. Vnéjsi primery FIP, BIP maji sense i
antisense sekvence tak, aby pomahaly vytvaret smycky. Smyckové primery zrychluji
amplifikacni reakci vazbou na mista, ktera nejsou vnitinim primertm ptistupna (Li et al.,

2017).

Vyhody metody loop-mediated isothermal amplification jsou vysoka citlivost a i¢innost.

Nejvetsi vyhodou popisované metody je vSak jeji rychlost a moznost okamzité
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diagnostiky. Dalsi vyhodou LAMP je nenaro¢né vybaveni, na provedeni reakce je potieba
pouze ohtivaci blok, ktery bude poskytovat izotermni podminky. Jednoduchost metody
LAMP je mimo vybaveni také ve zplsobu analyzy vysledkd, kdy je na rozdil od
amplifikace pomoci PCR mozné piimé vyhodnoceni produkti. LAMP Ize také
v kombinaci s reverzni transkripci vyuzit k detekci RNA. Vzhledem k nenaro¢nému
vybaveni a moznosti okamzité diagnostiky se metoda LAMP vyuziva k diagnostice

patogent v polnich podminkach (Wong et al., 2018).

Navzdory robustnosti popisované metody ma i technika LAMP sva omezeni. Finalni
produkt metody LAMP je dlouhy fetézec DNA, proto nelze amplifikaci pomoci uvedené
techniky vyuzit napiiklad pro klonovani. Dal§i omezeni metody jsou obtizné navrzeni a
optimalizace reakce. Jednou z nejvétsich nevyhod metody LAMP je vysoké riziko

kontaminace, ktera vede k falesné pozitivnim vysledkiim (Wong et al., 2018).

2.7.1.1 Princip LAMP
Metodu loop-mediated isothermal amplification lze rozdélit na dvé ¢&asti, pripravu

vychoziho materialu a cyklickou amplifikaci (Notomi et al., 2000).

Syntéza nového fetézce (Obrazek 9) je zahajena hybridizaci vnitiniho primeru FIP
(oblasti F2) k mistu F2¢, misto Flc zdstava volné (Obrazek 8). Nasledné vnéjsi primer
F3 naseda na oblast F3¢ (Obrazek 10) a za¢ne se vytvaiet novy, komplementarni fetézec
(Obrazek 11). Diky dislokazové aktivité pouzité termostabilni DNA polymerazy je
zahdjena fetézova substituéni reakce. V1akno DNA vzniklé diky primeru FIP se oddéli
(Obrazek 12) a misto Flc hybridizuje s mistem F1, tim vznikne smycka. Vznikla
smyckova struktura slouzi jako Sablona pro syntézu fetézce vyvolané hybridizaci primeru
BIP (oblasti B2) k oblasti B2¢, misto Blc zustava volné (Obrazek 13). Po nasednuti
vngjSiho primeru B3 na oblast B3¢ probiha stejny proces jako v ptipadé€ primert FIP a F3
(Obrazek 14), a na druhém konci DNA vznikne dalsi struktura kmenové smycky
(Obrazek 15). Vytvorena struktura jiz obsahuje vSechna rozpoznavaci mista a slouZzi jako

vychozi material pro cyklickou amplifikaci (Fang et al., 2008).

Obrazek 8: Nasednuti vnitfniho ptedniho primeru FIP a termostabilni DNA polymerazy.

F3c F2cFlc¢ Target DNA Bl B2 B3 2
3 = - e,
. S ] s =
F3 F2 F1 Ble B2¢ B3¢
F3c F2cFle u Bl B2 B3
= R
: =
£ 5, 3’ .
“F1eF2 DNA Polymerase

with strand displacement activity
Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html
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Obrazek 9: DNA polymeraza syntetizuje komplementarni fetézec DNA.

F3c F2¢Fle B1 B2 B3

3 — 5’
S ’-— ——
-*Flcn Fl BIcBZcB‘c

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Obrazek 10: Nasednuti vnéjsiho predniho primeru F3.

§ F3c F2¢Fle Bl B2 B3

— = —— - -

__I-'.‘P imer ek N
. F3¥ F2 FI Blc B2¢ B3e

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Obrazek 11: Vzniklé dvojvlakno, tvofené z templatu a nove syntetizované DNA.

F3¢ F2¢Fle B1 B2 B3

R " TR
B o] =Y
F3 F2 F1 Ble B2¢ B3¢

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Obrazek 12: Uvolnéné vliakno DNA, které umoznuje vznik smyc¢ky na 5” konci.

3 . . B RY
Fle F2 F1 Ble B2¢ B3c

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Obrazek 13: Na 5" konci DNA se tvofi smycka. DNA slouzi jako templat pro syntézu

iniciovanou BIP primerem z 3" konce a nasledné nasedani vnéjsiho primeru B3.

Fl1 Ble B2¢ B3¢
F2 S— 3
& e T
Fle TB2p s

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Obrazek 14: Vznikla dvouvlaknova struktura DNA.

_.Flc F2 F1 Blc B2¢B3c

R e ] ellles = 3

3 e S
F1 F2cFle B1 B2 B3

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

Obrazek 15: Vzniklé smycky na obou koncich vlakna DNA.

Fle Bl

F2e . ,
- < o
F13 * Ble

Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html
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Ve druhé, cyklické fazi LAMP (Obrazek 16) naseda vnitini primer FIP na smycku
Vv oblasti F2¢c, tim se zahdji novd DNA syntéza, pii které je pivodni vldkno vytlaceno
novym. Vznikly jednovlaknovy fetézec vytvaii diky komplementarnim oblastem Blc a
B1 na 3" konci smyc¢kovou strukturu. Poté za¢ina od oblasti B1 na 3" konci syntéza DNA
a uvoliiuje se fetézec spojeny s FIP. Uvolnénd jednovldknova DNA tvoii diky
komplementarité oblasti F1 — F1c a B1c — B1 na obou koncich smy¢ky. Vnitini primer
BIP nasedé na oblast B2c a zahdji syntézu DNA, tim se uvolni oblast B1. Vysledkem
popisované¢ho procesu jsou ruzné struktury skladajici se ze stfidavé opakovanych

cilovych sekvenci na stejném vlaknu (Fang et al., 2008; Li et al., 2017).

Obrazek 16: Cyklickd faze LAMP.

(8) Vldkno DNA se smyckami na obou koncich, (9) Syntéza DNA od oblasti B1 na 3" konci a
soucasné uvolnéni vldkna spojené s FIP, vznikla struktura mize ,,obtocit* strukturu vytvorenou
v kroku 8, ¢imz vznika struktura (10), (11) Syntéza DNA od mista B1 na 3" konci a uvolnéni

vlakna.
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Zdroj: http://loopamp.eiken.co.jp/e/lamp/principle.html

2.7.1.2 Vyhodnoceni LAMP
Vznikly amplifikovany produkt I1ze detekovat vice metodami. Prvotni posouzeni je mozné
pouhym okem. Béhem reakce totiz dochazi k zakaleni obsahu zkumavky a podle intenzity

vzniklého zakalu lze hodnotit vysledek. Obdobné je mozné hodnotit amplifikaci i za
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pouziti fluorescencéniho znaceni a UV svétla (Sahoo et al., 2016). Jako dalsi end point
variantu metody LAMP, u které se hodnoti vysledek pouhym okem po skonceni reakce,
muzeme uvést kolorimetricky LAMP (Obrazek 17), ktery vyuziva jako indikator
hydroxynaftol modi (Wong et al., 2018). Dalsi jednoduchou moznosti vizualizace je
vyuziti gelové elektroforézy, které je sice levnym zptisobem detekce, ale nese s sebou
velké riziko kontaminace. V pribéhu reakce LAMP vznika velké mnozstvi amplifikatu a
pii otevieni reak¢nich zkumavek miize dojit ke kontaminaci zplisobené aerosolem
V testovacim procesu. Nevyhodou pouziti gelové elektroforézy pii vizualizaci
amplifikovanych produkti je také fakt, ze vysledny produkt nelze kvantifikovat (Zhou et
al., 2014). Stejny problém nemoznosti kvantifikace vyslednych produkti nachazime také
u dalsiho zptsobu detekce vysledku pomoci turbidimetrie. V pribéhu LAMP vznika
srazenina magnesium pyrofosfatu, kterou Ize po skonéeni reakce detekovat pravé pomoci
turbidimetru (Parida et al., 2008).

Obrazek 17: Kolorimetricky LAMP. Zména barvy na fialovou znaci pozitivni reakci.

Zdroj: Wong et al., 2018.

K vizualizaci vysledki se také pouzivaji elektrochemické metody, které jsou rychlejsi,
jednodussi a maji niz§i ndklady. Elektrochemické metody vyuZivaji k vyhodnoceni

elektrochemické senzory nebo Cipy (Zhang et al., 2014).

Nejpouzivangjsi metodou detekce produkti LAMP je monitorovani amplifikace
Vrealném Ccase, které lze provést pomoci turbidimetru nebo spektrofotometrickou
analyzou (Parida et al., 2008).

2.7.1.2.1 Real-time LAMP

Detekce produkti LAMP v realném c¢ase pomoci turbidimetru je zaloZena na zakladé
velkého mnozstvi vznikajiciho vedlejSiho produktu v prib¢hu reakce, sraZzeniny
magnesium pyrofosfatu. Na zaklad€ toho, ze pyrofosforecnan hotecnaty vznika jako
vedlejsi produkt pii syntéze DNA, muzeme ur¢it pomoci turbidimetrického méteni
zakalu, vztah mezi mnozstvim amplifikované DNA a vzniklym zdkalem. Kftivka turbidity
Vv realném case tedy pfedstavuje reakéni kiivku amplifikace LAMP. Turbidimetr je také

mozné vyuzit pro analyzu kinetiky reakce LAMP. V porovnani s real-time LAMP
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pomoci fluorescen¢nich sond je pomoci turbidimetru snazsi ziskat stabilni zdkladni
hodnotu. Vyhodou vyuziti turbidimetrie je také fakt, ze je mozné kvantifikovat
amplifikovanou DNA bez jakékoliv potieby piidavku interkala¢niho ¢inidla do reakce.
Diky turbidimetrii v redlném case lze kvantifikovat i stopové mnozstvi amplifikovaného

produktu (Mori et al., 2004).

V ptipad¢ real-time LAMP pomoci fluorescencniho zafizeni se vyuziva interkalacnich
¢inidel, které se vazi na dvouvldknovou strukturu, jakmile jsou syntetizovany produkty
dsDNA, coz zplsobi zménu optického signalu. Pouzitim interkala¢niho Cinidla tedy
strukturu DNA. Na zaklad¢€ rostouci fluorescence v pribéhu reakce lze piesné stanovit
mnozstvi DNA v mikrozkumavce. Vzhledem k dostupnosti a rychlosti integrace
s dsDNA se casto jako interkala¢ni ¢inidlo pouzivda SYBR Green. Jako monitorovaci
barvivo v realném case je také mozné pouzit ethidium bromid, barvivo SYTO-82 nebo
YO-PRO-1 jodid. Real-time monitorovaci systémy zaloZzené na sondach, jako je
napiiklad TagMan, nejsou pro reakci LAMP pouzitelné. Detekce produkti reakce LAMP
Vredlném case zaloZzené na fluorescenci je podstatné rychlej$i nez monitorovani
provadéné turbidimetricky. Daéle je vyuziti fluorescence ve srovnani s turbidimetrii vice
citlivé, protoze je mén¢ ovlivnéna pritomnosti nepruhlednych latek ve smési, jako jsou

plazmidy a bilkoviny (Zhang et al., 2014).

K realizaci real-time LAMP se vyuzivaji termocyklery, které se pouZzivaji na real-time
PCR nebo specialni pfenosné pfistroje, jako naptiklad Bioranger (Diagenetix, USA),
ESEQuant TS2 (Qiagen, DE), Genie Il a Il (Optigene, UK) a dalsi. Tyto pfenosné
platformy umoziuji amplifikaci pomoci metody LAMP v terénnich podminkach a

vizualizovat ji v realném case (Tomlinson, 2013).

2.7.1.3 Modifikace LAMP

Metoda loop-mediated isothermal amplification prosla od svého vyvoje v roce 2000
fadou pokrokti a dnes jsou znamy jeji rizné modifikace. Kromé konvenéni formy metody
LAMP se také Casto pouzivda RT-LAMP, ktery vyuziva enzymu reverzni transkriptazy,
jimz je umoznén vznik komplementarni DNA z RNA a tim padem miZzeme vyuzit
metodu LAMP i k detekci RNA. Dalsi hojné vyuzivanou modifikaci je multiplex LAMP,
diky nému? je pomoci fluorescencniho znaceni umoznéna detekce vice cilovych genti
najednou. Jako dalsi modifikace mtizeme uvést in-disc LAMP nebo elektricky LAMP
(Wong et al., 2018).
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2.7.2 Polymerazova retézova reakce
Polymerazova teté¢zova reakce, z anglického Polymerase Chain Reaction (PCR) je
rychlou a jednoduchou metodou exponencidlniho zmnozeni vybrané sekvence DNA

(Snustad et al., 2017).

Technika polymerazové tetézové reakce byla poprvé popsana v roce 1983 Kary B.
Mullisem, do praxe byla zavedena o dva roky pozdé&ji. Jeji zavedeni do praxe mélo pro
obor molekularni biologie obrovsky pfinos srovnatelny napiiklad se zavedenim

sekvenovani DNA (Smarda et al., 2005).

Reakce PCR je zalozena na principu replikace nukleovych kyselin in vitro. Podstatou
polymerazové tetézové reakce je amplifikace studovaného useku analyzovaného genu
pomoci enzymu replikazy, DNA polymerdzy. K amplifikaci miizeme vybrat jakykoliv
usek DNA, pokud zname jeho okrajové sekvence. PCR probéhne pouze tehdy, pokud dva
kratké oligonukleotidové primery hybridizuji s okrajovymi sekvencemi zkoumaného
useku DNA (Brown, 2007). Uvedené oligonukleotidové primery se vazou na protilehlé
fetézce DNA tak, Ze jejich 3" konce sméfuji k sobé. Od téchto primeri je po pfiddani DNA
polymerazy a nukleotidli zahajena syntéza novych vlaken na obou fetézcich (Smarda et

al., 2005).

PCR reakéni smés se skladd zminimalné jednoho paru ohranicujicich
oligonukleotidovych primert o velikosti kolem 20 bazi, komplementarnim k sekvencim
cilového useku. Déle musi reakéni smés obsahovat cilovou DNA, kterd slouzi jako
templat. Nezbytna je termostabilni DNA polymeraza a smés ¢tyi deoxyribonukleotidi.
Vsechny tyto komponenty jsou smichany s vhodnym reakénim pufrem udrzujicim

stabilni pH po celou dobu reakce (Ruml et al., 2002).

Zpocatku plnila funkci replikazy DNA polymeraza I izolovana z bakterie E. coli. Tento
enzym se vSak béhem denaturace inaktivuje teplotou, z toho divodu musel byt pokazdé
po denaturaci pfidan do reakce novy enzym (Snustad et al., 2017). K rapidnimu zvyseni
vyuzivani metody PCR doSlo v poloviné 80. let, k ¢emuz nejvice pfispél objev
termostabilni DNA polymerazy, ktera byla izolovana z bakterialniho kmene Thermus
aquaticus (Taq). Tento kmen bakterii byl objeven v gejzirech Yellownstonského
narodniho parku. Uvedena polymeraza, nazvana Taq DNA polymeraza I je termostabilni,

a tudiz zastava béhem denaturaéniho kroku PCR aktivni (Beranek, 2016).
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Polymerazova fetézova reakce je metoda, pfi které se pravidelné stiidaji ti kroky. Behem
téchto krokti probihaji tfi odlisné déje s rozdilnymi teplotnimi naroky. Diky termostabilni
polymeraze je mozna opakovana syntéza DNA ve formé cykli (Smarda et al., 2005). PCR
je zahajena denaturaci DNA na jednoietézcové Useky. Denaturace probiha pii teploté
okolo 94 °C. V nasledujicim kroku se teplota snizuje na 55 — 65 °C, kdy dochazi k vazbé
oligonukleotidovych primeri ke komplementarnim tusekiim jednofetézcové DNA, tzv.
annealing. Teplota nasedani primerd je velmi individualni, je zavisld na slozeni a
mnozstvi pouzitych bazi. Po annealingu se teplota zvySuje na 72 °C, tento krok se
oznacuje jako elongace, pfi které dochdzi prostfednictvim DNA polymerazy k syntéze
novych fetézci DNA. Denaturace, annealing a elongace se cyklicky opakuji (Obrazek

18). Pocet cyklu se pohybuje v rozmezi 25 — 35 (Hue-Roye a Vege, 2008).

Reakce se provadi v pfistroji zvaném termocykler, ktery je schopen rychlych a presnych
zmeén teplot. Cyklickym opakovanim jednotlivych teplot se exponencialné vytvaii az

miliarda kopii cilového useku DNA (Rumlova et al., 2003).

Obrazek 18: Pribéh polymerazové fetézové reakce.
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Zdroj: vlastni.

Analyza vyslednych PCR produktti probiha ve velkém procentu piipadli pomoci
elektroforézy. Principem elektroforetické separace je pohyb zéporné nabitych

fosfatovych skupin nukleovych kyselin v elektrickém poli ke kladné nabité elektrodg.
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Rychlost pohybu molekul zavisi na jejich velikosti, kterou lze stanovit porovnanim

s molekularnim standardem (Lee et al., 2012).

2.7.3 PCR-RFLP

Jednou z velmi casto pouzivanych modifikaci PCR je standartni PCR v kombinaci
s restrikénim §tépenim amplifikanich produktd. Zkratka RFLP pochdzi z anglického
oznaceni metody Restriction Fragment Lenght Polymorphism, do ¢eStiny se tento nazev
pieklada jako polymorfismus délky restrik¢énich fragmentti. Diky metodé RFLP je mozné
na zéklad¢ pritomnosti €i absence specifického restrikéniho mista identifikovat mutované

alely (Snustad et al., 2017).

Metoda PCR-RFLP se déli na dva hlavni kroky, klasickou PCR a nésledné restrikéni
Stépeni. Nejprve se pomoci PCR s pouzitim specifickych oligonukleotidovych primert
amplifikuje studovana oblast daného genu. Vysledné PCR produkty se detekuji
elektroforeticky. Néasledné¢ jsou amplifikované produkty Stépeny zvolenou
endonukleazou (Smarda et al., 2005). Restriktazy ¢i restrikéni endonukledzy jsou enzymy
izolované z bakterii, kterym slouZi jako ochrana pfed nezddoucimi viry. Tyto enzymy
Stépi DNA na specifickych mistech, jejich pusobenim pak vznikaji z amplikonu
fragmenty rozdilné délky, které je mozné analyzovat elektroforézou. Soucet délek
vzniklych fragmenti by mél byt shodny s délkou pivodniho PCR produktu (Beranek,
2016).

Vyhodami metody PCR-RFLP jsou moznost pfesného uréeni mista mutace, nenarocné
provedeni a snadnd interpretace vysledki. Dalsi vyhodou je pomérné vysoka citlivost,
Vv tivodu reakce postacuje pomérné malé mnozstvi DNA. Nevyhodou popisované metody
je, Ze rozpoznavaci misto restrikénich endonukledz musi byt ve vétSin€ piipada

palindromickou sekvenci (Knoll and Vykoukalova, 2002).

Metoda PCR-RFLP se pouziva nejenom pro piimou analyzu mutaci podminujicich
onemocnéni, ale také pro nepiimou vazebnou analyzu, ktera slouzi k popisu segregace

patologické alely mezi generacemi (Beranek, 2016).

Polymorfismus délky restrikénich fragmenti se ukézal jako nenahraditelny pti konstrukci

genetickych map (Snustad et al., 2017).
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3 Cile prace a hypotézy

3.1 Cile prace

1. Screening vzorki DNA ovc¢ackych psi na pfitomnost mutace v genu MDR1
metodami LAMP a PCR-RFLP.

2. Optimalizace metod loop-mediated isothermal amplification a restrikéni analyzy
pro detekci mutace genu MDR1 u ov¢ackych psu.

3. Srovnani pouzitych vySetfovacich metod.

4. Zpracovani literarniho ptehledu dosavadnich poznatkti o mutaci genu MDR1 u

ovcackych psti.
3.2 Hypotézy

1. Ptedpokladam, ze vyhodou metody LAMP bude v porovnani s metodou PCR-
RFLP rychlost ziskani vysledka.

2. Piredpokladam, ze metodou loop-mediated isothermal amplification pujde
vysledny genotyp urcit 1épe nez restrikéni analyzou.

3. Piedpokladam, ze vysledky obou metod budou ve vétsing pripadi shodné.
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4 Material a metody

Vychozi biologicky materidl piedstavovaly vzorky ziskané stérem bunck z bukalni
sliznice ov¢ackych pst. Stéry byly odebirany od péti plemen, konkrétné se jednalo o
zastupce plemen australsky ovcak, border kolie, dlouhosrsta kolie, kratkosrsta kolie a
némecky ovéak. Ve vSech pripadech se jednalo o feny a psy s prikazem piavodu. Vzorky
byly postupné sbirany v obdobi od 13. 4. 2019 do 20. 11. 2019. Do analyzy bylo celkem
zahrnuto 140 ov¢akau, jednalo se 0 82 fen a 58 psu (Tabulka 4).

Vzorky kratkosrstych a dlouhosrstych kolii byly odebrany v ramci klubové vystavy kolii
a sheltii v Humpolci dne 1. 6. 2019. Vzorky border kolii pro tuto praci poskytla Ing.
Dagmar Stehlikova, Ph.D. Zbylych 73 vzorkli némeckych a australskych ovéaku bylo

odebrano v rtiznych chovatelskych stanicich v Jiho¢eském kraji a v kraji Vysocina.

Stéry byly odebrany sterilnimi odb&rovymi tampony FLOQSwabs od firmy COPAN.
Kazdému psu byly odebrany dva stéry, kazdy zjiné strany mordy. Aby nedoslo ke
kontaminaci vzorku potravou, bylo nutné, aby byl pes minimaln¢ pil hodiny pied
odbérem bez stravy. Pfi odbéru byl pro kazdého psa vyplnén informaéni dotaznik a po

vyhodnoceni dostal majitel vystupni zpravu s vysledky.

Tabulka 4: Zastoupeni jednotlivych plemen.

Plemeno Pocet vzorku Pes Fena
Australsky ov¢ak 20 5 15
Border kolie 31 15 16
Dlouhosrsta kolie 24 12 12
Kratkosrsta kolie 12 6 6
Némecky ovcak 53 20 33
Celkem 140 58 82

4.1 Extrakce DNA

Extrakce DNA byva u vétSiny molekularné biologickych metod nezbytnym prvnim
krokem analyzy. Pfi tomto procesu dochazi k separaci DNA od ostatnich bunéénych
slozek. Jsou zndmy rtizné metody extrakce nukleovych kyselin, které jsou zalozeny na
odlisnych principech (Smarda et al., 2005). Pro extrakci genomové DNA byl v ramci této
diplomové prace vyuzit komeréné dodavany kit Presto™ Buccal Swab gDNA Extraction
Kit od firmy Geneaid. Uvedeny kit vyuziva schopnosti DNA vazat se v pfitomnosti
chaotropnich soli na povrch kolonky. Necistoty jsou odstranény v promyvacich krocich
a cista DNA je v poslednim kroku eluovdna elu¢nim pufrem do nové zkumavky

(ptibalova informace k soupravé Presto™ Buccal Swab gDNA Extraction Kit, 2017).
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Pracovni postup:

1.

© 0o N o g bk~ w DD
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co N o o A W N - O

Do 1,5 ml mikrozkumavky napipetovat 500 pl S1 Bufferu a 20 pl proteinazy K.
Pridat tampon se vzorkem a krouzivymi pohyby uvolnit stér do Bufferu.

10 minut smeés inkubovat pfti teploté 60 °C.

Tampon pienést pinzetou do Filter Column, centrifugovat 2 min pti 14000 x g.
Eluat pfidat k inkubovanému vzorku.

Pridat 500 ul S2 Bufferu a 1 ul Carrier RNA, vortexovat a sto¢it.

10 minut smés inkubovat pfti teploté 60 °C.

Ptidat 500 pl ethanolu a smés zvortexovat.

Do nové kolonky napipetovat 750 pl vzorku, centrifugovat 1 min pti 14000 x g.

. Vylit eluat, do kolonky napipetovat zbytek vzorku, centrifugovat 1 min.

. Spodni, sbérnou mikrozkumavku vyhodit a pfendat kolonku do nové.

. Pridat 400 pl W1 Bufferu, centrifugovat 30 sekund pii 14000 x g, vylit eluat.

. Pridat 600 pul Wash Bufferu, centrifugovat 30 sekund pti 14000 x g.

. Vylit eluat a centrifugovat 3 min na max.

. Kolonku s navazanou DNA dat do nové 1,5 ml mikrozkumavky oznac¢ené Stitkem.
. Pridat 70 pl Elution Bufferu, inkubovat 3 min pfi pokojové teplot¢.

. Centrifugovat 1 min na max.

. Pro dlouhodobé uskladnéni je tfeba izolovanou DNA uchovat pii -20 °C

(ptibalova informace k soupravé Presto™ Buccal Swab gDNA Extraction Kit,
2017).

Po extrakci bylo provedeno stanoveni kvantity a kvality DNA pomoci piistroje UV/VIS

Shimadzu BioSpec-nano. Timto pfistrojem byla méfena koncentrace DNA a pomér

absorbanci 260/280 a 260/230, tyto poméry udavaji Cistotu izolované DNA. Uvedeny

pfistroj pracuje na principu spektrofotometrie a miZze byt vyuZit pro kvantifikaci DNA,

RNA i proteinti. Vyhodou popisovaného pfistroje je méfeni malych objemu (od 1 ul),

rychla a jednoducha kvantifikace.

Kvalita DNA byla také hodnocena na 1% agardézovém gelu (1,2 g agarézy + 120 ml 1x

TBE pufru), do které¢ho bylo pfidano interkalacni Cinidlo ethidium bromid. Ethidium

bromid navazany na DNA emituje pod UV zafenim svétlo. Elektroforéza probihala

v prostiedi 1x TBE pufru po dobu 30 minut pii napéti 6 V/cm. Vysledek byl vyhodnocen

za pomoci transiluminatoru (Syngene, UK) s UV svétlem o vinové délce 312 nm,

snimaciho kamerového systému a programu GeneSys (New England BioGroup™, USA).
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42 LAMP

Pro vySeteni mutace genu MDR1 u ovCackych psu byly v této préaci vyuzity dvé metody.
Jednou z nich byla pravé metoda loop-mediated isothermal amplification.

Metoda LAMP byla provedena na pfistroji QuantStudio™ 6 Flex Real — Time PCR
System (Applied Biosystems™ — Life Technologies). Data byla analyzovana pomoci

piislusného programu QuantStudio™ Real-Time PCR Systém v1.3 (Applied

Biosystems™ — Life Technologies).

Tabulka 5: Sekvence pouzitych primerti, metoda LAMP.

Primer Sekvence (5—»3")
F3 CGC TAT TCA AAT TGG CTT GA
B3 CTG AAA CTT CCT GGG GAT CT

FIP wt | TaT GTCATGTTT CCA AAA ACC AGC ATT GTATAT GTT GGT GGG GAC

FIP_mut |GCc GTCATGTTT CCA AAAAGT AGCTTGTATATGTTG GTG GGG AC

BIP ATC CAC ACT GGA AGG TCT TGG TCT GAATTC ACAGAACTCTGC

LoopF |TTCTGG GGG AAA AGG GAG

LoopB |GGCTAAACATCCTTCTAAGTAACA

(Stiedl and Weber, 2017, syntetizovano firmou Macrogen, KOR)

Pouzité vngjsi primery F3, B3 byly nafedény na finalni koncentraci 0,2 pM. Smyckové
primery Loop F a Loop B byly nafedény na 0,4 pM. Vnitini primery FIP_wt, FIP_mut a
BIP byly nafedény na koncentraci 1,6 uM. VSechny vzorky vysetiené metodou LAMP
pro ucely screeningu byly testovany ve dvou opakovani a vSechny pokusy obsahovaly

negativni kontroly.

Pro kazdy vzorek byly piipraveny 2 reakéni mixy S finalnim objemem 25 pl (jeden pro

alelu wild type, druhy pro mutovanou alelu), které se skladaly z:

- 15 pl Master mixu: Isothermal Master Mix (Optigene, UK)

- 3,2 ul PCR H20 (Top-Bio, CZ)

- 0,4 pul primeru BIP, pracovni koncentrace 100 pmol/ul

- 0,4 pl primeru FIP_wt pro zdravou alelu / pro mutovanou alelu 0,4 ul primeru
FIP_mut, pracovni koncentrace 100 pmol/ul

- 0,5 ul primeru F3, pracovni koncentrace 10 pmol/ul

- 0,5 ul primeru B3, pracovni koncentrace 10 pmol/pl

- 1wl primeru Loop F, pracovni koncentrace 10 pmol/ul
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-1 pl primeru Loop B, pracovni koncentrace 10 pmol/ul
- 3 ul templatové DNA, natedéné na koncentraci 10 ng/pl

Pripravené reak¢ni smési byly po centrifugaci vloZeny do real-time termocykleru, kde byl
spustén ptislusny program. Vzorky byly inkubovany po dobu 70 minut pfi teploté 64 °C
se zaznamem fluorescence kazdych 60 sekund. Nasledoval denaturacni krok se zvySenim

teploty na 98 °C po dobu dvou minut.

43 PCR

Pomoci polymerazové fetézové reakce byla ovéfena specificita primera FIP_wt,
FIP_mut, BIP a B3. Byly namichany 4 PCR reakce, které mély stejné slozeni, lisily se
pouze v kombinaci pouzitych primert. Jednalo se o kombinace FIP_wt + BIP, FIP_mut
+ BIP, FIP_wt + B3 a FIP_mut + B3. Reak¢ni smés s finalnim objemem 25 pl byla
namichana z 9,5 ul PCR H20, 12,5 ul PPP Master Mixu (Top-Bio, CZ), 1 ul FIP_wt nebo
FIP_mut primeru (pracovni koncentrace 100 pmol/ul) a 1 ul BIP primeru (pracovni
koncentrace 100 pmol/ul) nebo B3 primeru (pracovni koncentrace 10 pmol/ul). Do této

smé&si byl ptidan 1 pl DNA o koncentraci 10 ng/pl.

Pro kazdou tuto PCR reakcni smés byly namichany Ctyfi reakce, tii obsahovaly vzorek
DNA se zndmym genotypem (recesivni homozygot, heterozygot a dominantni
homozygot), ¢tvrta reakce neobsahovala templatovou DNA a slouzila jako negativni
kontrola. Takto namichané reakéni smési byly vlozeny do termocykleru (Biometra

T3000), ve kterém byl nastaven piislusny program (Tabulka 6).

Tabulka 6: PCR reakéni protokol.

Krok programu Teplota Cas Pocet cykli
Pocatec¢ni denaturace 94 °C 1 min 1 cyklus
Denaturace 94 °C 15s

Annealing 58°C 15s 30 cykla
Elongace 72 °C 1 min

Terminalni extenze 72 °C 7 min 1 cyklus
Chlazeni 4°C 00 1 cyklus

Produkty PCR reakce byly separovany na 2% agarézovém gelu (2,4 g agardzy + 120 ml
1x TBE pufru), do kterého byly kvuli vizualizaci pfidany 4 pl ethidium bromidu.
Elektroforéza probihala po dobu 40 minut pfi napéti 5 V/cm. Jako standard byl pouzit
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100 bp DNA ladder (New England Biolabs, UK). Agar6zovy gel byl vizualizovan pomoci

UV svétla, snimaciho kamerového systému a programu GeneSys.

44 PCR-RFLP

Druhou zvolenou metodou pro detekci mutace v genu MDR1 bylo vyuziti principi
polymerazové fetézcové reakce a polymorfismu délky restrikénich fragmentt. Tato
metoda se skladd ze dvou hlavnich krokii. Nejprve se pomoci reakce PCR s vyuzitim
dvou specifickych oligonukleotidovych primera amplifikuje vySetfovana oblast
zkoumaného genu. V nésledujicim kroku se k amplifikovanému PCR produktu ptida
restrikéni enzym, ktery $t€pi DNA ve specifickém misté. Vysledek $tépeni se pak odecita

na agardzovém gelu.
1. Amplifikace

Pro kazdy vzorek byl ptipraven PCR reakéni mix S findlnim objemem 25 pl, ktery se
skladal z:

- 12,5 ul PPP Master Mixu (Top-Bio, CZ)

- 10,5 ul PCR H20 (Top-Bio, CZ)

- 0,5 ul primeru F, pracovni koncentrace 10 pmol/ul, sekvence pouzitého primeru
je uvedena v tabulce 7 (Tabulka 7)

- 0,5 pul primeru R, pracovni koncentrace 10 pmol/ul, sekvence pouzitého primeru
je uvedena v tabulce 7 (Tabulka 7)

- 1 ul templatové DNA, nafedéné na koncentraci 10 ng/pl

Tabulka 7: Sekvence pouzitych primert, metoda PCR-RFLP.

Primer Sekvence (5— 3")
Primer F GCA GTG GGG TGA GAACTAGA
Primer R CGC AAG CCATGT AAG GTATG

(Mizukami et al., 2013, syntetizovano firmou Macrogen, KOR).

Amplifikace DNA probihala v konven¢nim termocykleru Biometra T3000. V uvedeném

termocykleru byla nejprve provedena optimalizace PCR reakce (Tabulka 8).
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Tabulka 8: PCR reak¢éni protokol.

Krok programu Teplota Cas Pocet cykli
Pocateéni denaturace 95 °C 10 min 1 cyklus
Denaturace 95°C 30s

Annealing 57°C 30s 40 cykla
Elongace 72 °C 30s

Terminalni extenze 72 °C 7 min 1 cyklus
Chlazeni 4°C o0 1 cyklus

Produkty PCR reakce byly vizualizovany na 2% agar6zovém gelu v 1x TBE pufru. Do
gelu byly ptidany 4 pl ethidium bromidu. Elektroforéza probihala ptl hodiny pfi napéti 5
V/cm. Jako molekularni standard byl pouzit 100 bp DNA ladder (New England Biolabs,
UK). Vysledek byl vyhodnocen pomoci UV prosvécovaci lampy, dokumenta¢niho

zatizeni InGenius3 (Syngene, UK) a ptislusného programu GeneSys.
2. Restrikcni Stépeni PCR produktii

Pro detekci mutace genu MDR1 u ovéackych psi se pouziva restrikéni enzym izolovany
z bakterie Moraxella bovis, oznacovany jako Mbol. Tento enzym s$tépi amplifikaéni
produkty na specifické fragmenty v sekvenci 5”... "GATC ... 3" nebo na druhém vlaknu

DNA v sekvenci 3"... CTAG" ... 5". Sekvenci GAGC nestépi (Mizukami et al., 2013).
Pro kazdy vzorek byla pfipravena smés na restrik¢ni §tépeni, ktera se skladala z:

- 2 ul reakéniho pufru CutSmart® buffer (New England Biolabs, UK)
- 2,5ul PCR H20 (Top-Bio, CZ)

- 0,5 ul enzymu Mbol (New England Biolabs, UK)

- 15 ul PCR produktu

Vznikla smés byla inkubovana pti 37 °C po dobu 6 hodin.

Vysledek restrikéniho $tépeni byl vizualizovan pomoci gelové elektroforézy na 2%
agarézovém gelu, do kterého byly piidany 4 ul ethidium bromidu. Elektroforéza
probihala v prostiedi 1x TBE pufru po dobu 75 minut pii 5 V/cm. Jako standard byl pouzit
100 bp DNA ladder (New England Biolabs, UK). Vysledek byl zobrazen pomoci UV

transluminatoru, snimaciho kamerového systému a ptislusného PC softwaru.
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3. Vyhodnoceni

Amplifika¢ni produkt ma pro pouzity restrikéni enzym Mbol dvé §tépna mista. Jedno
Z nich (fragment o velikosti 103 bp) je pfitomné u vSech genotypt a s hledanou cilovou
sekvenci nema zadnou spojitost. Druhé §tépné misto je misto sledované mutace. Prave
v tomto misté¢ dochazi ke Stépeni na fragmenty specifickych velikosti. Podle velikosti

téchto fragmentti mtizeme urcit vysledny genotyp vysetrovaného vzorku.
Na agarozovém gelu mizeme pozorovat 3 mozné vysledky Sté€peni:

- Dva fragmenty o velikosti 313 bp a 103 bp. Jedna se o genotyp G/G. Takovy
vysledek budeme pozorovat u recesivnich homozygott, tzn. nemocnych jedincti.
V praxi se tento vysledek oznacuje jako -/-.

- U zdravych jedinci, dominantnich homozygotii, budeme na gelu pozorovat tii
fragmenty o velikostech 191 bp, 122 bp a 103 bp. Vysledny genotyp T/T, oznaceni
+/+.

-V poslednim ptipadé dochdzelo ke Stépeni na Ctyfi fragmenty o velikostech 313
bp, 191 bp, 122 bp a 103 bp. Takovy vysledek je typicky pro heterozygotni
jedince, tzv. pienaSece. Vysledny genotyp je tedy T/G. V praxi se setkavame

s ozna¢enim takovych jedinct jako +/-.
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5 Vysledky

Jak jiz bylo uvedeno, vySetfovany soubor tvofilo 140 vzorki DNA ov¢ackych psi. U
nékterych z testovanych plemen je u zvitat s prikazem ptivodu vySetfeni mutace genu
MDR1 doporuceno. Z toho divodu byl u nékolika testovanych zvifat zndm vysledek
vySetieni popisované mutace z akreditované laboratofe, coz ndm usnadnilo optimalizaci

pouzitych metod.

5.1 LAMP

Pied samotnym screeningem vzorkt metodou loop-mediated isothermal amplification
bylo zapotfebi metodu optimalizovat, K ¢emuz byly vyuzZity vzorky se znamym
genotypem. Pro detekci mutované a wild type alely musely byt pouzity odlisné sekvence
primert (jednalo se o odliSnost pouze v jednom primeru, konkrétné se jednalo o vnitini
pfedni primer FIP — pro alelu wild type byl pouzit primer FIP_wt a pro mutovanou
FIP_mut primer, ostatni uzité primery byly v reakénich smésich shodné). Z toho divodu
musely byt pro kazdy vzorek piipraveny dvé reakéni smési a metoda LAMP musela byt

optimalizovana pro ob¢ alely zvlast’ (Obrazek 19, 20 a 21).

Pfipravené reakéni mixy byly inkubovany v real-time termocykleru po dobu 70 minut pii

teploté 64 °C se zdznamem fluorescence kazdych 60 sekund.

Obrazek 19: Vysledek optimalizace metody LAMP na vySetieni mutace genu MDRL1 pro alelu
wild type. Pro optimalizaci byly pouZzity vzorky se znamym genotypem, 10N +/+, 11N +/-, 17N
+/+ a 20N -/-. NC — negativni kontrola.
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Na obrazku 19 je viditelny narust fluorescence u vzorkd 10N, 11N a 17N, coz znamena,

ze tyto vzorky maji minimélné jednu alelu zdravou, bez mutace. Pocatek narustu
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fluorescence je u uvedenych vzorkt patrny v ¢asovém rozmezi 30 — 40 minut. U vzorku
20N neni viditelna zadna amplifikace, jedna se o vzorek S mutaci na obou alelach, jde

tedy o nemocného jedince. Vysledek vysetieni vzorku 20N je tedy -/-.

Obrazek 20: Optimalizace metody LAMP na vySetieni mutace MDR1 genu pro mutovanou alelu.
Pro optimalizaci byly pouzity vzorky se znamym genotypem, 9N +/-, 11N +/-, 17N +/+, 20N -/-
a 37N -/-. NC — negativni kontrola.
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Na obrazku 20 neni patrny narust fluorescence ani u jednoho vzorku. Z toho divodu byla

reakce provedena znovu s prodlouzenim doby inkubace na 140 minut (Obrazek 21).

Obrazek 21: Vysledek optimalizace metody LAMP na vySetfeni mutace MDR1 genu pro

mutovanou alelu po 140 minutach. Pro optimalizaci byly pouzité stejné vzorky jako v pfedchozim

ptipad¢.
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Na obrazku 21 je patrny pocatek narustu fluorescence u prvniho vzorku az po 70. minute.
Narust fluorescence je po 140 minutach inkubace viditelny u péti z Sesti ptipadi. Jednim
z nich je vSak negativni kontrola, ktera ma po celou dobu reakce zistat bez narustu
fluorescence. Jelikoz byly pro optimalizaci metody pouzity vzorky se znamym
genotypem, tak byla ocekavana pozitivni reakce u vzorkd 9N, 11N, 20N a 37N. U vzorku
37N nedoslo ani po 140 minutach inkubace k narustu fluorescence, i piestoze prave tento
vzorek nese mutaci na obou alelach. Naopak u vzorku 17N je viditelna pozitivni reakce,
i kdyz se jedna o vzorek s ovéfenym genotypem +/+ a pfi testovani mutované alely by u

tohoto vzorku neméla byt zaznamenana zména fluorescence.

Optimalizace metody LAMP pro mutovanou alelu byla n¢kolikrat zopakovéna.
Jednotliva opakovani se liSila teplotou amplifikace, dobou inkubace a testovanim riznych
vzorki, ale zadny z pokust nepfinesl pozadované vysledky. Po téchto neuspéSnych
pokusech bylo piedpokladano, ze je chyba v fedéni pouzitych primert. Skrz tento
predpoklad bylo nasledné provedeno né¢kolik dalSich experimentl s riznym fedénim
primerd. Ani tyto pokusy vSak nebyly uspé$né. Ztoho divodu byla provedena
polymerazova fetézova reakce s cilem ovéteni specificity pouzitych primert (Obrazek

22).

52 PCR

Polymerazova fetézova reakce byla provedena s cilem oveéfeni specificity primert

pouzitych pti analyze metodou LAMP.

Obrazek 22: Vysledek PCR zobrazen na 2% agardzovém gelu. M — 100 bp DNA ladder (NEB,
UK). NC — negativni kontrola. Pro ovéfeni specificity primert byly namichany 4 PCR reakce,
které se 1iSily kombinacemi uzitych primerti. V mixu 1 byly pouzity primery FIP_wt a BIP, miX
2 obsahoval primery FIP_mut a BIP, mix 3 tvofily primery FIP_wt v kombinaci s primerem B3
a mix 4 se skladal z primerd FIP_mut a B3. Pro vSechny mixy byly pouzity stejné vzorky DNA
se znamym genotypem, 11N +/-, 17N +/+ a 25N -/-.

M 1IN 17N 25N NC [1IN 17N 25N NC | 1IN 17N 25N NC [1IN 17N 25N NC

-

600 bp — ey o

L

200 bp —
el . Y

MIX 1 MIX 2 MIX 3 MIX 4
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Mix 1 obsahoval primery FIP_wt a BIP, z toho diivodu byla o¢ekavana pozitivni reakce
u vzorkii 11N a 17N. Mix 2 se skladal z primert FIP_mut a BIP, proto byla o¢ekavana
reakce u vzorkli 11N a 25N. Na obrazku 22 je vSak viditelna silna reakce u vzorku 17N.
Vzorek 25N vypovida v ptipadé mixu 2 pouze slabym amplifikovanym produktem. Navic
jsou u vsech vzorkt v piipadé mixu 2 viditelné dalsi amplikony o velikosti cca 200 bp.
Mix 3 tvofila kombinace primertit FIP_wt a B3, tudiz byla ocekavana reakce pouze u
vzork 11N a 17N. Mix 4 obsahoval primery FIP_mut a B3, ztoho divodu se
predpokladala pozitivni reakce u vzorkii 11N a 25N, k ¢emuz jako v piipadé mixu 2
nedoslo a pozorujeme pouze slabé produkty u vzorkd 11N a 17N. Navic jsou u mixu 4,

stejné jako u mixu 2, patrné slabé amplikony o velikosti cca 200 bp u vzorkti 17N a 25N.

Z obrazku 22 a vySe uvedeného popisu je patrné, ze primer FIP_wt v kombinaci s BIP i
B3 primerem davaji o¢ekavané a specifické vysledky. V ptipad¢ primeru FIP_mut vSak
dochazi k nespecifickym reakcim. Na zaklad¢ toho, ze se reakéni mixy pro wild type a
mutovanou alelu liSily ve slozeni pouze v primeru FIP, mazeme tvrdit, ze vzniklé
nespecifické reakce a tim padem netspésna optimalizace metody LAMP pro mutovanou

alelu tkvi praveé v pouzitém primeru FIP_mut.

Pouzitd kombinace primeri pro mutovanou alelu neni vhodnd, primery spolu
pravdépodobné tvoii sekundarni struktury a z toho diivodu dochézi k falesné pozitivnim

vysledkim.

Alelové specifickd detekce LAMP neni vhodna ani z hlediska pozdniho naristu
fluorescence. Vyhoda metody LAMP je zejména v jeji rychlosti reakce, ktera se pohybuje
od 15 do 60 minut. V pfipadé pozdniho narustu fluorescence miize dochazet
K nespecifické hybridizaci primert, amplifikaci negativni kontroly, nespecifické

amplifikaci vzorka a tim padem muze dojit ke vzniku fale$né pozitivnich vysledkd.

Metodu loop-mediated isothermal amplification se pro mutovanou alelu nepodafilo
optimalizovat, proto nemohl byt proveden screening vzorka. VySetieni wild type alely
umozni rozeznat pouze nemocné jedince. Heterozygotni jedince od zdravych rozeznat

pouze pomoci analyzy wild type alely nelze.

5.3 PCR-RFLP
Metodou PCR-RFLP bylo vysetieno vsech 140 vzorkit DNA ovc¢ackych psi. U dvou

vzorkl opakované nedoslo k uspésné amplifikaci (Obrazek 23), divodem byla s nejvetsi

pravdépodobnosti nizka koncentrace DNA téchto vzorkl. Pred samotnym screeningem
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vzorkli bylo zapotifebi metodu optimalizovat. Pro optimalizaci metody byly pouzity

vzorky DNA se znamym genotypem.

Obrazek 23: Kontrola PCR produktl na 2% agar6zovém gelu. Vysledné amplikony mély
velikost 416 bp. U vzorkd 9N a 23N amplifikace neprob&¢hla. M — 100 bp DNA ladder (NEB,
UK).

M 4N 5N 6N 7N 8N 9N 13N 14N 15N 16N 2IN 23N 24N 26N 27N
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Vzorky, u kterych neprobéhla amplifikace nebyly zatfazeny do dal$i analyzy. PCR
produkty byly stépeny restrikénim enzymem Mbol pti teploté 37 °C po dobu Sesti hodin.
Vysledek restrikéniho $tépeni byl vizualizovan pomoci gelové elektroforézy na 2%

agarozovém gelu (Obrazek 24).

Obrazek 24: Vysledek restrikéniho §tépeni. M — 100 bp DNA ladder (NEB. UK).

M 4N 5N 6N 7N 8N 13N 14N I5N 16N 21N 24N 26N 27N
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Z obrazku 24 je patrné, ze St€peni probéhlo Gspésné u vSech vzorkd a je mozné urcit
vysledné genotypy.
Pouzity enzym Mbol §t€pi PCR produkty ve dvou mistech, jedno z nich (fragment o

velikosti 103 bp) je pfitomné u vSech genotypt a s vysledkem nema Zadnou spojitost. U

vzorkd 7N, 8N a 24N jsou na obrazku 24 viditelné dva fragmenty o velikosti 313 bp a
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103 bp, takovy vysledek nesou jedinci s mutovanymi alelami a oznacuje se jako -/-. U
zdravych jedinct, bez mutace ani V jedné alele (oznaceni vysledku +/+), budeme na gelu
pozorovat tfi fragmenty o velikostech 191 bp, 122 bp a 103 bp, coZ na obrazku 24
odpovida vzorkiim 5N, 13N a 26N. V poslednim mozném ptipad€ jsou na gelu patrné
Ctyti fragmenty o velikostech 313 bp, 191 bp, 122 bp a 103 bp, coz je typické pro
heterozygotni jedince (oznaceni vysledku +/-). Zdravi pfenaseci jsou na obrazku 24
vzorky 4N, 6N, 15N, 16N, 21N a 27N.

V nasledujicich tabulkach (Tabulka 9 — Tabulka 14) jsou uvedeny vysledné genotypy
ziskané metodou PCR-RFLP u jednotlivych plemen. Obrazky (Obrazek 25 — Obrazek 29)
zobrazuji vysledky graficky.

Tabulka 9: Vysledné genotypy — australsky ovéak.

Pes Fena | Celkem
+/+ 1 8 9
+/- 3 6 9
-/- 1 1 2
Celkem 5 15 20

Vysetfovany soubor tvoiilo celkem 20 australskych ovcakt. Zdravych jedinci bylo
celkem 9, stejné mnozstvi piedstavovali i zdravi pfenaSe¢i. Nemocni jedinci

predstavovali 10 % ze vSech vySetifenych australskych ovcaka.

Obrazek 25: Grafické zobrazeni vysledkt — australsky ovéak

Australsky ovcak

H+/+ H+/- B-/-
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Tabulka 10: Vysledné genotypy — border kolie.

Pes Fena | Celkem
+/+ 10 10 20
+/- 5 6 11
-/- 0 0 0
Celkem 15 16 31

Celkem bylo vyseteno 31 vzorki DNA border kolii. Ani jeden z vySetfovanych vzorki
nebyl recesivni homozygot. Zdravych jedincii bylo celkem 20. Heterozygotni vysledek

byl uréen v 11 piipadech.

Obrazek 26: Grafické zobrazeni vysledkt — border kolie

Border kolie

Tabulka 11: Vysledné genotypy — dlouhosrsta kolie.

H+/+ W+/- H-/-

Pes Fena | Celkem
+/+ 5 4 9
+/- 5 3 8
-/- 2 3 5
? 0 2 2
Celkem 12 12 24

Vysetiovany soubor plemene dlouhosrsta kolie predstavovalo celkem 24 vzorkt. U dvou

vzorki neprobehla uspésné amplifikace. V testovaném souboru bylo celkem 9 zdravych

jedincu, 8 prenaseci a 5 postizenych jedinct.

51



Obrazek 27: Grafické zobrazeni vysledki — dlouhosrsta kolie

Dlouhosrsta kolie

Tabulka 12: Vysledné genotypy — kratkosrsta kolie.

H+/+ W+/- m-/- W?

Pes Fena | Celkem
+/+ 2 1 3
+/- 1 5 6
-/- 3 0 3
Celkem 6 6 12

Celkem bylo testovano 12 vzorki DNA kratkosrstych kolii. U tiech jedinci byla objevena
mutace na obou alelach, u 6 jedinct byla zjisténa pouze jedna mutovana alela, zbyli tii

jedinci byli bez mutace.

Obrazek 28: Grafické zobrazeni vysledkt — kratkosrsta kolie

Kratkosrsta kolie

H+/+ H+/- W-/-
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Tabulka 13: Vysledné genotypy — némecky ov¢ak.

Pes Fena | Celkem
+/+ 10 16 26
+/- 10 16 26
-/- 0 1 1
Celkem 20 33 53

Nejveétsi mnozstvi vzorkli DNA bylo odebrano od plemene némecky ovcéak, celkem se
jednalo o 53 vzorki, z toho byla mutace na obou alelach prokazana pouze u jednoho

jedince. Zdravych jedinct bylo celkem 26, stejné mnozstvi predstavovali i heterozygoti.

Obrazek 29: Grafické zobrazeni vysledk — némecky ovcak

Neémecky ovcak

m+/+

+/- m-/-

Vysledky potvrdili nejvétsi vyskyt postiZzenych jedincl u plemene kratkosrsté kolie, kde
bylo zjisténo 25 % recesivnich homozygoti. S 21 % nasleduje v potadi mnozstvi
postizenych jedinct kolie dlouhosrsta. Nejvétsi procentualni zastoupeni zdravych jedincii
— 65 % bylo zjisténo u plemene border kolie, u stejného plemene nebyl v testovaném
souboru odhalen ani jeden postizeny jedinec. Nejvétsi zastoupeni dominantnich
homozygott bylo ptedpokladano u plemene némecky ovcak, ktery se vSak s 49 % umistil
az na druhém miste. Zdravych ptenaseci bylo v testovaném souboru némeckych ovcakt
odhaleno stejné procentudlni zastoupeni jako jedincli bez mutace. Vysoké procento
heterozygoti vyskytujicich se u plemene némecky ovcak bylo piekvapivé, protoze u
uvedeného plemene neni testovani popisované mutace bézné, proto nejsou v odborné
literatuie dostupnd data ke srovnani. V testovaném souboru némeckych ovc¢aki byl
dokonce odhalen jeden vzorek s mutaci na obou alelach. Nejvétsi zastoupeni prenasect

bylo zjisténo u plemene kratkosrsté kolie, kde bylo 50 % z testovanych vzorkl
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heterozygotnich. Nejméné heterozygotnich jedinct bylo odhaleno v testovaném souboru

plemene border kolie, kde mnozstvi prenaseci doséhlo 35 %.

Tabulka 14: Vysledné genotypy — souhrnna tabulka.

Plemeno Pocet vzorkii +/+ +/- -/-
Australsky ovcak 20 9 9 2
Border kolie 31 20 11 0
Dlouhosrsta kolie 22 5
Kratkosrsta kolie 12 3
Némecky oveak 53 26 26 1
Celkem 138 67 60 11

Metodou PCR-RFLP bylo celkem tspésné vysetifeno 138 vzorklit DNA ov¢ackych pst,

konkrétné se jednalo o 80 vzorki fen a 58 vzork pst. Ve vySetfovaném souboru bylo 67

zdravych jedinct, z toho 39 fen a 28 psi. Zdravych pienaseci bylo v testovaném souboru

odhaleno 60, jednalo se o 36 fen a 24 pst. U zbyvajicich 11 vzorki DNA byla zjisténa

mutace na obou alelach, konkrétné se jednalo o 5 vzorkt fen a 6 vzorki pst. Procentudlné

bylo v testovaném souboru odhaleno 48,5 % zdravych jedincu, 43,5 % heterozygoti a 8

% nemocnych jedinct (Obrazek 30).

Obrazek 30: Grafické zobrazeni vyslednych genotypii ziskanych metodou PCR-RFLP.
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6 Diskuse

O mutaci v genu MDR1 u ov¢ackych psu bylo jiz vydano mnoho publikaci. Tato
diplomova prace byla inspirovana ¢lankem z roku 2017 od autord Stiedl a Weber, kteti
k detekci popisované mutace vyuzili netradiéni metodu loop-mediated isothermal
amplification. Uvedend metoda se totiz bézné pouziva k detekci mikroorganismi a
pouziti této techniky k detekci konkrétni mutace u ovéackych psu se zda zajimavou,
zejména vzhledem K rychlosti a citlivosti popisované metody. Metoda LAMP ma vSak

sva uskali, a to zejména v navrhu a optimalizaci reakce.

Optimalizace metody loop-mediated isothermal amplification byla provedena se vzorky
0 znamém genotypu. Tyto vzorky byly ziskdny od ov€ackych pst, kteti byli testovani na
mutaci genu MDR1 akreditovanou laboratofi. Optimalizace metody LAMP byla aspésna
pouze pro alelu wild type, pro mutovanou alelu se nepodafilo metodu ani po nékolika
pokusech optimalizovat. Z toho divodu byla provedena PCR reakce s cilem ovéfeni
specificity pouzitych primert. Vysledek reakce PCR dokazal, ze v piipadé kombinace
pouzitych primerd pro mutovanou alelu dochazi k nespecifickym reakcim. Sekvence
primert pouzitych v této praci byly prevzaty z ¢lanku vydaného v roce 2017 autory Stied|
a Weber, tyto primery vsak pro detekci mutované alely pomoci metody LAMP nejsou
vhodné, protoze v prub&hu reakce dochézi k nespecifickym reakcim, diky kterym nejsou

ziskané vysledky spolehlivé.

Pouzité sekvence primert byly navrZeny tak, Ze mutovana oblast zasahovala do vnitiniho
piedniho primeru FIP. Z toho diivodu byly pouzity dvé sekvence FIP primert, jeden pro
wild type alelu FIP_wt a druhy pro mutovanou alelu FIP_mut, ostatni pouZité primery
byly v obou mixech shodné. Sekvence primert Ize vSak navrhnout tak, aby mutovanou
oblast obsahovaly vnéjsi primery F3 nebo B3, v ptipadé pouZiti smyckovych primert 1ze
navrhnout vyskyt mutované oblasti v primerech Loop F nebo Loop B. Navrhem primera
pro AS-LAMP praveé do smyckovych primert se zabyvali autofi Ding et al ve své studii
publikované vroce 2019. Ukolem smyckovych primerti je urychleni amplifikace.
Obsazenim studované, mutované oblasti ve smyc¢kovém primeru ziskame spojeni rychlé,
ucinné amplifikace se specifickou alelickou konstituci. Smy¢kové primery jsou navrzené
tak, aby stabilizovali specifickou hybridizaci, a naopak destabilizovali hybridizaci
nespecifickou. Pro reakci LAMP je zasadni spravny navrh primerd. Zahrnutim mutované

oblasti do smyc¢kovych primerti je mozné ziskat lepsi vysledky.
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Jednou z hlavnich vyhod metody LAMP je jeji rychlost, prekroceni tresholdu Ize u real-
time zobrazeni S pouzitim smyckovych primeri sledovat v nékterych ptipadech jiz od 8.
minuty analyzy. Celkova doba analyzy metodou LAMP obvykle neptekracuje 60 minut.
Autori Hardinge a Murray uvadéji ve své studii vydané v roce 2019, Ze pii prodlouzeni
reakéni doby LAMP na 150 a vice minut mtize po 100. minuté dochazet k nespecifickym
reakcim, které mohou vést k falesné€ pozitivnim vysledkim. Pti narastu fluorescence u
negativni kontroly po st¢ minuté je velmi nepravdépodobné, ze by byl tento nartst
fluorescence zptisoben kontaminaci vzorku. V takovém ptipad¢ by doslo k amplifikaci
mnohem dfive. Autofi Hardinge a Murray se ve své praci zabyvaji hledanim zptsobt
redukce falesné pozitivnich vysledkd v prubéhu reakce LAMP. Moznost sniZeni falesSné
pozitivnich vysledkli nasli autofi této studie v pouziti fluorescenéné znacenych FIP
primertt (oznafenych fluoroforem JOE a SYTO-9). Tato kombinace vyuziva
monitorovani amplifikace v redlném ¢ase pii dvou riznych vinovych délkach fluoroford,
jeden pro SYTO-9, druhy pro JOE a funguje tedy jako dualni detek¢ni metoda. Dalsi
fluorescenéni barvy, které se pouzivaji ve znaceni primertu pii LAMP reakcich jsou
SYTO-13, SYTO-82 a dalsi (Oscorbin et al., 2016). Vyuziti fluorescenéné znacenych
sond v qLAMP zvysuje specificitu reakce. Pouzitim sond s fluorofory o riznych
vlnovych délkach je také mozné provadét multiplex reakce, diky kterym je mozné

detekovat vice mutaci v jedné reakci.

Jako referen¢ni metoda k metodé LAMP byla Vv této praci zvolena restrikéni analyza,
ktera se v praxi K vySetfeni mutace MDR1 genu u ovéackych pst bézné vyuziva.
Technikou PCR-RFLP byl vySetien soubor 140 vzork. U dvou vzorkd nebylo mozné

vysledek vyhodnotit, z toho diivodu je znam vysledek vySetieni u 138 testovanych psi.

Po vyhodnoceni vysledkl ziskanych restrikéni analyzou bylo zjisténo, Ze 48,5 % ze
vSech vysetfenych vzorkl bylo dominantn€ homozygotnich. Zdravych pfenaSect bylo ve
vySettovaném souboru odhaleno 43,5 %. Zbyvajicich 8 % predstavovali recesivné

homozygotni jedinci.

Gramer et al ve svém ¢lanku z roku 2011 uvadéji nejvetsi vyskyt alespoil jedné mutované
alely u plemene kolie (59 %), do skupiny kolie byly v ramci jejich vyzkumu zatazeny jak
dlouhosrsté, tak kratkosrsté kolie. V této praci byla zjiSténa frekvence vyskytu mutované
alely u dlouhosrstych a kratkosrstych kolii 44 %. Na druhém mist€ se v ramci této prace
s frekvenci vyskytu mutované alely 32,5 % umistilo plemeno australsky ov¢ak, u stejného

plemene autofi Gramer et al uvadi relativni alelovou frekvenci 22 %. Plemeno némecky
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ovcak se s 26,4 % umistil na tfetim misté. Nejmensi vyskyt mutované alely byl v praci
autortt Gramer et al zjiStén u plemene border kolie (1 %). Nejmén¢ jedinct s mutaci
v genu MDR1 bylo i vramci této prace také odhaleno u plemene border kolie, ale
S vyS$§im zastoupenim mutované alely (18 %). Potradi frekvence zastoupeni mutované
alely u jednotlivych plemen se shoduje s autory Gramer et al. Odliné procentualni

zastoupeni je dano velikosti testované populace.

Diive se k vySetfeni mutace genu MDR1 u ov¢ackych psti hojné€ vyuzivala metoda PCR,
tuto metodu vyuzili k testovani i autoti Geyer et al ve své studii publikované v roce 2005.
Vyuziti samotné PCR reakce ma vSak sva tuskali v odecitani vysledk. Analyza PCR
produktii sice probiha pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu, ale rozdil mezi
produkty wild type a mutované alely jsou pouhé 4 baze, z toho diivodu miZze byt jejich
rozliSeni obtizné. Skrz tento problém se zacaly k detekci popisované mutace vyuzivat
rizné modifikace PCR, jako naptfiklad PCR-RFLP nebo AS-PCR. Alelové specifickou
PCR (AS-PCR) vyuzili k detekci mutace MDR1 genu autofi Baars et al ve své studii
publikované v roce 2008. AS-PCR vyuziva specificky navrzenych primeri pro wild type
a mutovanou alelu. Po dokonceni reakce PCR jsou vzniklé fragmenty separovany na

agardzovém gelu, vizualizovany pod UV zafenim a vyhodnoceny.

Pfi pouziti metody PCR-RFLP k detekci popisované mutace se vyuziva restrikéni enzym
Mbol, ktery byl vyuzit i v ramci praktické ¢asti této prace. Autofi Mizukami et al ve své
studii publikované v roce 2013 uvadi pro¢ je vyuZiti pravé této restriktdzy vhodné.
Restrik¢ni enzym Mbol ma pro analyzovany PCR produkt dvé §tépna mista. Jedno z nich
je Stépné misto sledované mutace a druhé je piitomné u vSech genotypu a s hledanou
cilovou sekvenci nemd spojitost, poskytuje vSak zaruku Stépné funkce pouzité

endonukledzy. Takovou vyhodu mnoho jinych restrikénich enzymi nema.

Volba restrikéniho enzymu pti analyze metodou PCR-RFLP je velmi dulezita, nékteré
enzymy mohou §tépit PCR produkty na podobné dlouhé fragmenty a jejich analyza
pomoci agar6zového gelu pak neni mozna. K analyze takovych produktd se pak musi
pouzit polyakrylamidovy gel, toho vyuzili naptiklad autofi Teanpaisan a Dahlén ve své
publikaci vydané v roce 2006. Autofi se ve své praci zabyvaji rozliSenim jednotlivych

druhti bakterie Lactobacillus, které jsou u lidi ¢asto spojovany se zubnim kazem.

Primarni vzorky v této praci byly ziskdny stérem bunék z bukalni sliznice ov¢ackych psi.

Nékteti autoti uvadéji, Ze je analyza DNA ziskané odbérem z krve lepsi nez pouziti DNA
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izolované z bun¢k bukalni sliznice. Odbér pomoci bukalnich tamponti s sebou nese vétsi
riziko bakterialni kontaminace, ktera miize byt problémem pii nasledné analyze,
napiiklad v priabéhu reakce PCR mohou vznikat nespecifické amplikony. Baars et al ve
své praci publikované v roce 2008 zabyvali detekci mutace MDR1 genu AS-PCR u
ovcackych psu. V této studii testovali autoii vzorky DNA izolované jak z krve, tak
Z bukélnich stéri a pfi porovnani vysledki zjistili, ze se vysledky genotypizace nijak
nelisi. Vyuziti vzorki DNA izolovanych z bunék ziskanych stérem z bukalni sliznice je

vhodnéjsi vzhledem Kk tomu, Ze se nejedna o invazivni odbér.

Jednim zcili této diplomové prace bylo srovnani pouzitych metod. Metodu loop-
mediated isothermal amplification se nepodafilo optimalizovat pro obé¢ alely. S vyuzitim
jinych sekvenci primertt pro mutovanou alelu (napf. Ding et al) by se vSak s nejvetsi
pravdépodobnosti metodu podafilo optimalizovat a vyuziti metody LAMP k detekci
mutace v genu MDR1 u ovc¢ackych pst by bylo vhodné. Vysledky vysetieni by bylo
mozné odecist jiZz po cca 45 minutach analyzy. Technika PCR-RFLP je ¢asové naro¢na
zejména diky ¢asu potfebnému K restrikci amplifikovanych produktu, ktery se s vyuZzitim
restrikéniho enzymu Mbol pohybuje okolo $esti hodin. Celé vysetieni restrikéni analyzou
pak dosahuje cca 10 hodin, coz je ve srovnani s metodou LAMP obrovsky rozdil a vyuziti
metody LAMP pro detekci mutace by znamenalo velkou usporu ¢asu. Analyza metodou
nezbytny termocykler a elektroforéza. Pro vySetfeni metodou LAMP je teoreticky potieba

pouze ohtivaci blok umoziujici udrzeni stalé teploty.

Vzhledem k ¢asové naro¢nosti by byla z popsanych metod lepsi volbou technika loop-
metiated isothermal amplification, ta ma vSak sva velka tskali v navrhu a optimalizaci
reakce, které predstavovaly problém i v této praci. Metoda PCR-RFLP poskytuje piesné
a spravné vysledky, je vSak ¢asové velmi naro¢na a bylo by vhodné ji nahradit rychlejsi
metodou, ktera vSak bude davat stejné piesné vysledky. Takovou metodou mize byt

prave technika LAMP.
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7 Zavér

Béhem procesu slechténi dochazelo u pst ke vzniku a hromadéni mnoha geneticky
podminénych chorob. Genetické vysetfeni je mnohdy jedinym zpisobem, jak vyskyt
takového onemocnéni odhalit a diky nému ptedejit nezddoucim nasledkiim dané choroby.
Z toho davodu jsou geneticka vySetfeni dulezitd a pro nékteré choroby by méla byt
podminkou pro zafazeni psa do chovu, ¢imz by se piedeSlo pienosu nékterych

nebezpecnych mutaci do dalSich generaci.

Genetické vySetieni mutace MDR1 genu neni u ovéackych psit povinné, je pouze
doporuceno, a to jen u né€kolika ov¢ackych plemen. Naptiklad u plemene némecky ovéak
neni testovani popisované mutace vilbec bézné, a pravé u tohoto plemene bylo v ramci
této prace zaznamenano 49 % heterozygotnich jedinci. Dokonce byl v testovaném
souboru plemene némecky ov¢ak odhalen jeden recesivné homozygotni jedinec. Tyto
vysledky byly u plemene, které se bézné na popisovanou mutaci nevysetiuje, prekvapivé

a jsou dikazem dilezitosti genetického testovani.

Jednim z cila této diplomové prace byla optimalizace metod loop-mediated isothermal
amplification a restrikéni analyzy pro detekci mutace genu MDR1 u ov¢ackych psi a
nasledny screening vzorkti DNA. Uvedeny cil prace byl naplnén pouze ¢astecné, nebot’
metodu LAMP se podatilo optimalizovat pouze pro wild type alelu. Mutovanou alelu se
pro metodu LAMP skrz nespecifické reakce pouzitych primerti nepodafilo ani po
nékolika riznych pokusech optimalizovat. Z toho diivodu nebylo mozné touto metodou
provést screening vzorkt. Nespecifickou reakci pouzitého primeru pro mutovanou alelu
by pravdépodobné bylo mozné vyiesit vlastnim navrhem jinych primerd. Screening
vzorki DNA ovc¢ackych psi byl proveden pouze metodou PCR-RFLP, vysledné

frekvence genotypt se shoduji s vysledky z dostupné odborné literatury.

Dalsim cilem préace bylo srovnani pouzitych metod. Restrik¢éni analyza je pfesnou a
citlivou metodou, nevyhoda popisované metody vsak tkvi Vv jeji Casové narocnosti.
S timto problémem se u metody LAMP vzhledem k jeji rychlosti nesetkame, vysledky
vySetieni jsou pomoci LAMP znamé jiz do nékolika desitek minut. Technika LAMP ma
vsak sva tskali v navrhu a optimalizaci reakce, coz bylo problémem i v praktické casti

této prace.

Diplomové praci byly stanovené tii hypotézy, které vzhledem k netispé$né optimalizaci

metody LAMP nemtzeme potvrdit ani vyvratit.
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9 Seznam zkratek

A
ABC
ATP
B3

BIP

bp

DNA
F3

FIP

kb

LAMP

Loop B
Loop F
MDR1
NC
PCR

PCR-RFLP

Pgp
RNA

uv

adenosin

ATP binding cassette’s

adenosintrifosfat

backward outer primer, vnéjsi zadni primer
backward inner primer, vnitini zadni primer
par nukleovych bazi

cytosin

deoxyribonukleova kyselina

forward inner primer, vnitini pfedni primer
guanin

kilobaze

isothermal izotermicka

loop-mediated amplification,

zprostiedkovana smyckami

backward loop primer, zadni smy¢kovy primer
forward loop primer, pfedni smyckovy primer
multi-drug resistence, mnohocetna 1ékova rezistence
negativni kontrola

polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce

amplifikace

polymerase chain reaction — restriction fragment lenght polymorphism,

polymerazova ftetézova reakce — polymorfismus délky restrikénich

fragmentti
P-glykoprotein
ribonukleova kyselina
thymin

ultraviolet, ultrafialové



