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Abstract

This thesis is focused on polymorphism of MDR1 gene and related drug resistance.
Resistance is caused by deletion of four nucleotids, that resulting in a frame shift and
synthesis of nonfunctional transport of P-glycoprotein. The text describes
a polymorphism of MDR1 (ABCBL1) gene, which results in reduced resistance to drugs
belonging to the group of macrocyclic lactones. It also describes inheritance of this
phenomenon and it deals with the detection of mutation using PCR (polymerase chain
reaction) and by fragmentation analyses. A review of literature study is a form
of research solely from scientific publications. 128 dogs were included into the own
analysis. The results confirmed that Collies had the highest presence of deletions
(29,73 %) with a high number of carriers in the study population of dogs (54,05 %).
The percentage of affected individuals in the breed of Australian Shepherd and Sheltie
was significantly lower (7,32 % and 6 %), but the percentage of carriers were also high
in both Australian Shepherds (34,14 %) and the breed Sheltie (48 %).
Keywords

MDR1 gene, ABCB1 gene, P-glycoprotein, drug resistance, hypersensitivity,

Ivermectin, pharmacogenetics, polymorphism, membrane transporter, Canis lupus
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Abstrakt

Prace je zaméfena na polymorfismus v genu MDR1 a s nim souvisejici rezistenci
vuci lécivam. Rezistence je zpusobena deleci Ctyf nukleotidd, ktera ma za nasledek
posun ¢teciho ramce a syntézu nefunkéniho transportniho P-glykoproteinu. V textu je
popsan polymorfismus v genu MDR1 (ABCBI1), jez ma za nésledek sniZzenou rezistenci
vuci 1éCivim patticich do skupiny makrocyklickych laktoni. Také popisuje dédi¢nost
tohoto fenoménu a zabyva se detekci mutace pomoci metody PCR (polymerazové
fetézcové reakce) a metody fragmentacni analyza. Literarni piehled prace je zpracovan
formou reserSe, Cerpajici vyhradné z védeckych publikaci. Do vlastni analyzy bylo
zatfazeno celkem 128 pst. Vysledky potvrdili nejvyssi vyskyt delece u plemene kolie
(29,73 %), s vysokym poétem pienasecu ve sledované populaci psu (54,05 %). Procento
postizenych jedincti u plemene australsky ovcak a Seltie bylo vyrazné nizsi (7,32 %
a6 %), ale procento prenasect bylo taktéz vysoké jak u plemene australsky ovcak

(34,14 %), tak u plemene Seltie (48 %).

Kli¢ova slova
MDR1 gen, ABCB1 gen, P-glykoprotein, 1ékova rezistence, hypersenzitivita,
Ivermectin, farmakogenetika, polymorfismus, membranovy transportér, Canis lupus

familiaris
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1 UvVoD

Mutace v genu MDR1 (multiple drug resistance gene) je delece ¢tyt paru bazi ve 4.
exonu. Diky této deleci nasledné¢ dochdzi k posunu ctecitho ramce a pied¢asnému
vytvofeni stop kodonu, ktery mé za nasledek ukonceni syntézy transportni bilkoviny P-
glykoproteinu, ktery je nezbytny pro odbourdvani lé¢iv z mozku zpét do krve.
Hematoencefalickd bariéra CNS se stava propusthou pro léCiva, coz vede k otravé
organismu. Mezi pfiznaky otravy organismu patii slinéni, zvraceni, slepota, koma az
smrt. Fenomén toxicity byl poprvé popsan u plemene kolie a vyskytl se po zavedeni
novych antiparazitik v roce 1980. Tato prace je zaméiena na detekci polymorfismu
uplemen kolie, Seltie a australsky ov¢ak, u kterych se podle doposud provedenych
studii vyskytuje nejcastéji. Pii vybéru 1€k pro psy téchto plemen je nutné vénovat
pozornost slozeni 1éc¢iv. Geneticky test rychle a spolehlivé odhali ptipadnou deleci
v genu MDRL1. K vysetfeni je tieba vzorek DNA izolovany z krve, slin nebo chlupovych
cibulek pst. Pomoci testovani Vv populacich psii je mozné eliminovat vyskyt tohoto
fenoménu. Nékteré kluby chovatelt vysledky testovani vyzaduji pfed uchovnénim pst,
ale v Ceské republice toto zatim neni podminkou, coz vede Kk nekontrolovanému

pripafovani postizenych jedinct.



2 CIL PRACE

Diplomova prace si klade za cil pfiblizit problematiku vyskytu polymorfismu
vgenu MDR1 a jeho vztahu Kcitlivosti na uréitd 1é¢iva. Prace je zaméfena na
membranovy transportér P-glykoprotein, protein kodovany genem MDRI1, jehoz
nefunkcénost je zplisobena pravé deleci ¢tyi nukleotidii a naslednym posunem c¢teciho
ramce a vytvofenim piedCasného stop kodonu, jez ma za nasledek produkci
nefunkéniho proteinu. Dale se vénuje zastoupeni jednotlivych genotypt v populaci u
riiznych plemen v CR i v zahranidi, rizikovym 1é¢ivim, a moznostem identifikace
postizenych jedincii pomoci metod PCR, gelové elektroforéza a fragmentacni analyza.
Metodicka ¢ast prace je vénovana pravé identifikaci postizenych jedinct v populaci
metodou PCR a naslednému vyhodnoceni za pomoci fragmenta¢ni analyzy. Minimalni
pocet vzorki od kazdého plemene byl stanoven na tficet. Konecny pocet
vyhodnocenych vzorkl byl 128. Vzorky izolované z krve byly odebrany na Akademii
véd v Libéchové s laskavym svolenim prof. Ing. Antonina Stratila, DrSc. , zatimco
vzorky testované pro KCHKS byly odebrany na klubové vystavé v Mladé Boleslavi dne
7.11.2015 a izolovany z chlupovych cibulek.
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3 LITERARNI PREHLED
3.1 Piivod psa

Pes domaci (Canis lupus familiaris) je nejstar$i a zaroven nejvétsi domestikovana
Selma provazejici Clovéka minimalné 14 tisic let. Prvni fosilni nalezy ostatkl
podobnych psovitym Selmam pochazi ze Sibife - stafi asi 33 000 let. Domestikace psa
zapocala v dobé, kdy lidstvo vedlo kocovny lovecko-sbérny zpiisob zZivota.
Predpokladame, ze se jedna o zdomacnélého vlka obecného (Canis lupus), ktery patiil
mezi dominantni predatory Severni Ameriky a Eurasie. Jako domestikaéni centra
oznac¢ujeme jihovychodni Asii, Blizky Vychod a Evropu. (FREEDMAN et al., 2014)

Byla analyzovana jaderna DNA tii zastupct vlka obecného (celkem 10 miliond
jednonukleotidovych mist, tzv. SNP) kazdy z jin¢ho teoretického domestika¢niho centra
(viz. Obrazek 1) — Chorvatsko (Evropa), Izrael (Blizky Vychod), Cina
(vychodni/jihovychodni Asie), dvou prastarych linii psa — Basenji (Afrika) a Dingo
(Australie), jednoho zastupce moderniho psa (boxer) a DNA $akala obecného (Canis

aureus).

@ Boxer (BOX)
® Croatian Wolf (CRW)

Isracli @@ Golden @®Chinese
Wolf (ISW) jackal Wolf

(GLJ) (CHW)
Baseniji (BSJ)

Dingo (DNGy)
@

Obrazek 1 Teoretickda domestikacni centra psa (FREEDMAN et al., 2013)
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Vysledky analyzy ukazaly, Zze u vlka i psa doSlo v minulosti k efektu zvanému
bottleneck (zmenseni populace). (FREEDMAN et al., 2013)

Pes a vlk se lisi jak velikosti bottlenecku, tak i dobou, kdy udajné nastal. U vlka
probéhl bottleneck daleko diive a ve vétsim rozsahu, kdyzto u pst probéhl az béhem
domestikace. Genovy tok (kiizeni) probihal v dobé pied nebo v priabéhu domestikace.
Basenji a Dingo ziji v oblastech, kde se vlk bézné nevyskytuje a oba zastupci jsou
navzajem oddéleni geograficky — Afrika a Austrélie - pfesto vidime stopy po kiizeni

s vikem, z &ehoz lze usuzovat, Ze kiiZeni probéhlo na Gizemi Asie. (LIZAL, 2012)

Tento jev je pravdépodobné pii¢inou podobnosti mezi psem a soucasnym vlkem
(podobnost zifejmé neni dasledkem domestikace vlka, protoze bottlenecky dokazuji
odliSnou historii). Z tohoto mizeme usoudit, Ze pes vznikd vedle linii vlka,
pravdépodobné domestikaci spolecného predchtiidce dnesniho vlka a moderniho psa.

(FREEDMAN et al., 2014)

Vlk obecny (Canis lupus) i pes domaci (Canis lupus familiaris) patii do rodu Canis,
Celed¢ psovitych (Canidae), fadu Selem (Carnivora), tiidy savcti (Mammalia), kmenu
strunatct (Chordata) a fise zivocichui (Animalia). (BIOLIB, 2009)

3.2 Farmakogenetika a farmakogenomika

Individualita jedince v reakci na podanou latku (1€k) provazi lidstvo jiz odnepaméti.
Jedno z prvnich znamych farmako/nutrigenetickych zjisténi je ptipisovano Pythagorovi.
Ten si povsiml, ze néktefi 1lidé jsou schopni pozit favové boby bez vedlejSich u¢inkta
a jini nikoli. Podstata tohoto jevu byla objasnéna az za 2400 let. (CARSON, 1956)

Farmakogenetika studuje dédi¢né podminénou variabilitu odpovédi organismu na
1éky, které jsou klinicky vyznamné. Dale se zabyva procesy, které jsou spojené se
vstiebavanim 1€kti, jako je vazba na protein, pfenos pifes bunécnou membranu,
distribuce v organismu, interakce sbunéénymi receptory, biotransformace,

a Vv neposledni fad¢ vylucovani 1€€iv z organismu. VSechny tyto procesy jsou v rtizné

mife ovlivnény genetickymi faktory. (FARMAKOGENETIKA, 2016)

Synonymn¢ se slovem farmakogenetika je pouzivan pojem farmakogenomika, obor
studujici pasobeni 1€kl na organismus na zéklad¢é genetické vybavy clovéka, zejména
pfitomnosti genovych polymorfismii u genll dilezitych pro ucinek Iléku ¢i jeho
metabolismus (viz. Obrazek 2). Na zakladé farmakogenomiky se podavaji jen léky,

které¢ jsou u konkrétniho pacienta a konkrétni nemoci u¢inné. V praxi se uplatiiuje
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predevsim pii 1é¢bé nddorovych onemocnéni. Vysetieni je mozné diky komerc¢nim

giptim (microarray), od r. 2005 je vysetieni k dispozici i v CR.

O Standard dose

0 Genctype-speciic dose
100
N m

et I | W

|

=

[

Percantags of averidgs dosa

t 1 t 1

f— Therapautic window e
Acherse drug effects Lack of afficacy

Obrazek 2: Davkovani farmaka dle genotypu

Zdroj: http://biol.If1.cuni.cz/ucebnice/farmakogenetika.htm

,Pii  standardizované 1éCbé pacienti se spoleCnou diagndézou analyzuje
farmakogenetika kvalitativné odliSné reakce na zdklad€ specifickych genetickych
polymorfismu, zatimco farmakogenomika poskytuje detailngjsi, kvantitativni informaci
o individualni reakci na 1écbu pomoci genomickych nebo transkriptomickych profilt*
(SEDA a SEDOVA, 2005).

Soucasny technologicky vyvoj je jednim zhlavnich didvodi rozvoje
farmakogenetickych metod. Ten pfinesl moznost analyzovat genetické informace nejen
modelovych organismt, ale i clovéka. Nahled a zhodnoceni vystupnich dat, ktera jsou
mnohorozmérna, zajistuji bioinformatické metody s matematickym a statistickym

aparatem. (THORTON-WELLS et al., 2004)
3.3 Genom a karyotyp psa

Diploidni karyotyp psa je tvofen 38 pary akrocentrickych autosomt, velkym
submetacentrickym chromozomem X a malym metacentrickym chromozomem Y

(viz. Obrazek 3). (GUSTAVSSON, 1964)
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Genom psa ma délku 2,4 Gb coz je méné nez u Cloveéka. Geny ¢ini pouze 5 %
z celkové DNA, vétsi ¢ast je nekodujici. Pocet genti vSak neni pravdépodobné konecny
a dalsi studie ptinesou piesnéjsi vysledky. Genom ¢loveéka je o 18 % vétsi (2,9 Gb) nez
genom psa, zatimco genom mysi je 0 6 % vétsi (2,5 Gb), nez genom psi.
(KIRKNESS et al.,2003)

Pes je patym savcem ze vSech zhruba 5500 druht savcu Zijicich na zemi, u kterého
se podaiilo genom analyzovat. Pouze 0,2 % DNA je velmi konzervativni asti, ktera se
nachédzi u viech Zivo¢ignych druht a nekéduje strukturu Zadného proteinu. (DOSTAL,
2007)

Predpovidané frekvence vyskytu jednonukleotidovych frekvenci (SNPs) kolisaji
v rozmezi 1 SNP na 400 — 1500 bp. (BROUILLETTE et al., 2000) a ¢etnost SNPs jiz
popsanych, je v pfiblizné shodé s odhady jejich vyskytu (1 SNP/1000 — 2000 bp)
Vv lidském genomu. (SACHIDANANDAM et al., 2001)

Podil repetitivnich sekvenci je odhadovan na 31 %, coz je mén¢ nez v ptipadé lidského

I mysiho protéjsku.(KIRKNESS et al., 2003)
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Obrazek 3 Ideogram psa. (REIMANN etl al.,1996)
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3.4 Gen MDR1

Nazev genu MDR1 je odvozen z anglického multi-drug resistence. Jedna se o gen
mnohocetné rezistence k léktiim, kodujici transportni bilkovinu P-glykoprotein
(oznacovan jako ABC transportér), ktery je zodpovédny za transport 1éCiva
z mozkomisSni tekutiny do krve. P-glykoprotein je efluxni transmembranovd pumpa,
ktera ma vyznamnou roli v absorpci, distribuci a eliminaci fady 1éCiv a je dulezitym
obrannym mechanismem pfed vstupem xenobiotik do organismu. Nadmérna exprese
genu, ktery tento protein koduje, Casto vede k rezistenci na podéavanou terapii.

(PECHANDOVA et al., 2006)

Mrwe

posun cteciho ramce vede k vytvofeni predcasného stop kodonu, tedy k ukonceni
syntézy P-glykoproteinu. Hematoencefalicka bariéra v CNS se stava propustnou pro
lé¢iva, coz vede k otravé projevujici se slinénim, zvracenim, slepotou, komatem az

smrti. (MEALEY, 2001) (GEYER et al., 2005).
3.4.1 Lokalizace genu MDR1

MDR1 gen je lokalizovan na chromozomu 14 (viz. Obrazek 4). Celkem se sklada
z 28 exonl a mutace je lokalizovana v exonu 4. Znaceni mutace se li$i podle autort,
Casté je o0znaceni nt230(del4), nebo také MDR1-/ 4. Defektnimu genu chybi 4 pary
bazi. (GEYER et al., 2005).

Chromosome 14 - NC_006596.3
[13475170 p [ 13983720 p

CROT ABCE1 SLC25AR40
ABCE4 RUNDC3E
LOC106559692

Obrazek 4 Lokalizace MDR1 (ABCB1) genu na chromozomu 14

Zdroj: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAQ63650.3

3.5 Membranovy transportér P-glykoprotein

P-glykoprotein fadime do skupiny ABCs (ATP binding cassette’s) transportéru.
Tyto membranové pumpy jsou zavislé na pritomnosti molekul ATP a exkretuji obvykle

kationty nebo neutralni hydrofobni 1é¢iva ven z bunék. (HOOIVELD et al., 2001)

Poprvé byl izolovan z ovarialnich bun¢k Iékové rezistentniho ¢inského kiecka

(Cricetulus griseus) v roce 1976. Molekulova hmotnost P-glykoproteinu je 170 kDa a je
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slozen z 1279 aminokyselin, jejichz potadi je znazornéno na Obrazek 5. (GEYER et al.,

2005)
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Obrazek 5: Poradi aminokyselin v P-glykoproteinu (NCBI, 2014)
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Struktura P-glykoproteinu byla objasnéna v roce 2009. Transportni proteiny jsou
integralni soucasti bunénych membran. Slouzi k pfenosu chemicky odlisnych
endogennich i exogennich latek. Jsou pfitomny v mnoha organech (ledviny, jatra,
stieva, plice,..) a podileji se na aktivnim transportu nejen iontti, aminokyselin, peptidu,
cukri a vneposledni fadé¢ také IléCiv a jejich metaboliti. Odbouravani [éCiv
zZ jednotlivych organli u zdravého a postizeného jedince je zndzornéno na Obrazek 6.

(ALLER et al., 2009)
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P-gp is involved in active drug elimination by

P-gp restricts drug the liver and kidney
penetration into the brain slood ”% " 000
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MDRI1{+/+) MDR1{-/-)

MDR1(-/-):

Defective P-gp

Obrazek 6 Odbouravant léciv u zdravych a postizenych jedincii (SOCIETA' ITALIANA COLLIES, 2008)

Struktura P-glykoproteinu (viz. Obrazek 7) morfologicky pfipominad valec
0 praméru 10 nm a s vyskou 8 nm. Z jedné poloviny je skryt v bunééné membrang, jejiz
fosfolipidova dvojvrstva je Siroka asi 4nm. Strukturné tvoii P-glykoprotein vodni kanal,
ktery je uzavien ve sméru k cytoplazm€ a otevien k extraceluldrnimu prostoru.

(CHIN etal., 1989)

Antineoplastic @ P-glycoprotein

drug j*
:

@
ﬂ. (\
ADP Ao O ADP
@

Inhibitor

ATP

modified from
Katzung 55-3

Obrazek 7 Struktura P-glykoproteinu (LookForDiagnosis, 2016)
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P-glykoprotein je pfedmétem studia mechanizmu rezistence nadorovych bunék
k vysokym davkam chemoterapeutik, coz velmi komplikuje protinadorovou Iécbu.
Tento fenomén je oznacovan jako ,,MDR* neboli ,,multiple drug resistance®“. Zvysena
exprese P-glykoproteini na membranach nadorovych bunék je hlavni pficinou
rezistence bunék k protinadorové 1é¢bé. Mutaci dochdzi k zablokovani tvorby P-
glykoproteinu a 1é¢ivo se v mozku hromadi a zplsobuje zdravotni komplikace.

(LEHNE, 2000)
3.5.1 Substraty P-glykoproteinu

P-glykoprotein je typicky svou interakci s velkym mnozstvim latek, které se casto
chemicky i funk¢éné velmi 1isi. Seznam substrati P-glykoproteini (viz. Obrazek 8). Tyto
substraty jsou pfirodni latky, nebo jejich syntetické derivaty. Kromé mnoha xenobiotik
a léciv riznych farmakoterapeutickych skupin sem patii i endogenni hormony a jiné

latky. (DOWLING et al., 2006).

Chemotherapeutics Cardiac Drugs
Doxorubicin Digoxin
Mitoxantrone Diltiazem
Paclitaxel Losartan
Vinblastine Quinidine
Vincristine Verapamil

Antimicrobials’/Antifungals Steroids

Doxycycline
Erythromycin
Itraconazole
Ketoconazole
Rifampin
Tetracycline
Immunosuppressants
Cyclosporin A
Tacrolimus
Antiemetics
Domperidone
Ondansetron
HI-antihistamines
Fexofenadine
Terfenadine
H2-antihistamines
Cimeditine

Ranitidine

Aldosterone
Cortisol
Dexamethasone
Estradiol
Hydrocortisone

Methvlprednisolone

Miscellaneous

Amitriptyline
Butorphanol
Ivermectin
Morphine
Moxidectin
Phenothiazines
Phenytoin

Selamectin

Obrazek 8: Substraty P-glykoproteinu (DOWLING et al.,2006)



3.6 Polymorfismus v genu MDR1

Slovo polymorfismus znamena mnohotvarnost; pochazi z feckého polys = mnoho,
morfe = tvar (KUCIEL et al., 2004). Za geneticky polymorfni je povaZzovan znak
S minimalné¢ dvéma geneticky podminénymi variantami v jedné populaci, které se
nachazi vnejméné 1% frekvenci. Podle objektu studia lze polymorfismus c¢lenit
na: polymorfismus DNA, polymorfismus biochemicky, polymorfismus morfologicky a
polymorfismus imunologicky. (REHOUT et al., 2003)

Polymorfismus mizeme rozdélit dle jeho podstaty na:

a) bodova mutace
b) repetitivni sekvence (minisatelitni nebo mikrosatelitni)

c) konformaéni polymorfizmus (SSCP, DGGE, TGGE)
(KNOLL et VYKOUKALOVA, 2002)

3.6.1 Bodovy polymorfizmus

Bodovy polymorfismus je zplisoben zménou v sekvenci bazi. Nejéastéji se jedna
0 zaménu nukleotidu nebo deleci n€kolika bazi v ur€itém misté¢ DNA. V praxi je tento
polymorfismus detekovan jako polymorfismus délky restrikénich fragmentt neboli
RFLP  z anglického ,restriction fragment lenght polymorphism“. Bodovy
polymorfismus je ozna¢ovan jako SNP (,,single nucleotide polymorphism®). Polymorfni
misto se jevi jako mendelisticky dédény gen s kodominantni dédi¢nosti a vyskytuje se

s uréitou frekvenci, ktera se v populacich mize lisit. (REHOUT et al., 2003)

3.6.2 Repetitivni sekvence

Jednd se o sekvence, které se v genomové DNA vyskytuji v kopiich. ZvySena
pozornost je Vposledni dobé vénovana minisatelitim a mikrosatelitim. Satelity
piitomné v genomu mohou v ramci populace obsahovat rizny pocet opakujicich se bazi
a liSit se 1 v délce. Tyto varianty se také chovaji jako mendelisticky dédéné geny.

(REHOUT et al., 2003)

3.6.3 Konformacni polymorfismus

RozliSujeme polymorfizmus konformace jednoietézci (SSCP) a polymorfizmus
konformace dvoufetézci (DSCP). Diagnosticka metoda analyzy tohoto polymorfismu

vyuziva tvorby rozdilné sekvencné specifické struktury ssDNA (jednotetézcové DNA)
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nebo ssRNA ovliviiujici mobilitu jednotetézct pii nedenaturujicich elektroforetickych
podminkach. Metoda vyuziva schopnosti denaturovanych produkti PCR vytvafet
duplexy DNA, pokud jsou podrobeny pomalé renaturaci. Duplexy vyznacuji se uplnou
komplementaritou (homoduplexy), a hybridni molekuly, jejichz fetézce se vyznacuji
neuplnou komplementaritou (heteroduplexy), maji v nedenaturujicich gelech rozdilné
elektroforetické pohyblivosti. (SMARDA et al., 2008)
Praktické moznosti vyuziti polymorfismu:
- ovéfovani pivodu
- urCovani paternity
- fylogenetické studie
- ontogenetické studie
- vyuziti jako genetickych markerti za pfedpokladu existence vazby s genem
pro hospodaisky vyznamny znak ¢i vlastnost. (URBAN et al., 2004)
Vyskyt bodovych polymorfismi, neboli zdmén jedné baze za jinou na specifickém
misté genu (tzv. Single Nucleotide Polymorphism — SNPs), je v genu MDR1 vysoky.
V soucasnosti je znamo vice néz 50 SNPs. (SAKAEDA et al., 2002)

Systematicky screening polymorfismti v genu MDR1 byl poprvé uskute¢nén v roce
2000 a nalezl 15 rlznych polymorfismi. Z téchto polymorfismii 12 neméni sekvenci
aminokyselin a 7 je lokalizovano v intronech. Tti polymorfismy vedou k zaméné
aminokyselin a mohou tak zménit funk¢nost proteinu. Tyto polymorfismy se vyskytuji
v exonu 2(Asn21Asp), 5(Phel03Leu) a 11(Ser400Asn). Polymorfismus exonu 26
v pozici 3435(C3435T) nezptsobuje zmény v sekvenci aminokyselin, ale méni intenzitu
exprese proteinu v duodenu a ovliviiuje tedy farmakokinetiku, piedev§im absorbci
substratu Pgp — digoxinu. Jeden polymorfismus se muze vyskytnout zaroven

s polymorfismem jinym, jedna se o tzv. haplotyp. (HOFFMEYER et al., 2000)
3.6.4 Vyskyt polymorfismu genu MDR1

Mutace genu MDR1 je zplisobena deleci Ctyt part bazi ve 4. exonu. Nasledny posun
¢teciho ramce vede k vytvoteni pred¢asného stop kodonu, tedy k ukonceni syntézy P-
glykoproteinu, ktery je nefunkéni. Hematoencefalickd bariéra v CNS se stava
propustnou pro 1éciva, coz vede k otravé projevujici se slinénim, zvracenim, slepotou,

komatem az smrti. (MEALEY, 2001, GEYER, 2005).
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Naprostou ndhodou byl v 90. letech zjistén vztah mezi knockoutovanym MDR
umysi a substratem P-glykoproteinu — Ivermektinem. K dispozici byly dvé skupiny
mys$i. Prvni skupina bez mutace v genu MDR1, tedy s pivodnim typem alel (wild type)
a druha s mutaci. Ob¢ skupiny mysi vypadaly na prvni pohled zdravé, nejevily zadné
znamky zdravotnich potizi, byly plodné, bez anatomickych abnormalit. Z toho bylo
vyvozeno, ze P-glykoprotein neni pro organismus nezbytny. Obé& skupiny byly
napadeny parazity, a proto byl pouzit piipravek ivermectin. Prvni skupina mysi nejevila
z4dné znamky zdravotnich problémt, kdezto vSechny mysi MDR knockoutované byly
nalezeny mrtvé, s koncentraci Ivermektinu v mozku stokrat vyssi, nez byla u mysi
s divokym typem alel. (DOWLING et al., 2006)

U kolii byl ,fenomén Ivermektinové toxicity” poprvé popsan Vvroce 1983
(PRESTON, 1983). Neurologicka toxicita byla popsana u nékterych kolii v davkach,
které jsou minimdlni ve srovndni S davkami bézné uzivanymi u jinych plemen psu.
| pfes urputnou snahu mezi 1éty 1980 a 1990, se nepodafilo objasnit pfiinu tohoto

fenoménu. (PAUL et al., 1987)

V poslednich letech byla tato mutace podrobnéji popséna u kolii, u kterych se
v genu MDR1 vyskytuje delece ¢tyt bazi, dochazi k posunu ¢teciho ramce a predcasné
produkci stop kodonu, coz ma za nasledek syntézu nefunkéni transportni bilkoviny P-
glykoproteinu. (MEALEY et al., 2001).

V Némecku byla provedena analyza celkem 6544 genotypi. Vice nez polovina
z celkového poctu vzorkll byla odebrana koliim a australskym ovcakiim. Mutace genu
MDR1 byla detekovana u 9 plemen (Collie, Longhaired Whippet, Shetland Sheepdog,
Miniature Australian Shepherd, Australian Shepherd, Willer, White Swiss Shepherd,
Old English Sheepdog, and Border Collie) i k#izenci (viz. Tabulka 1).
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Tabulka 1: Vysledky studie genotypii 6544 psit (GRAMER et al., 2011)

Dog breed No. of dogs, £6544 Allelic frequency (%) MDR1(-) Genotype (%)
MDRI(++) MDRI(+/-) MDRI(~/-)

Collie* 2227 59 19 45 36
Longhaired Whippet 20 45 25 60 15
Shetland Sheepdog 960 30 49 43 8
Miniature Australian Shepherd 72 24 54 43 3
Australian Shepherd 1908 22 62 32 6
Waller 110 17 65 35 0
White Swiss Shepherd 274 14 75 23 2
0ld English Sheepdog 67 4 92 8 0
Border Collie 527 1 98.7 0.9 04
Herding breed mix" 261 8 86 12 2
Mixed breed* 118 2 97 3 0

a Psi Klasifikovani jako americké kolie

b Krizenci, jejichz matka nebo otec byly plemene kolie nebo border kolie

¢ KFizenci nezndmych rodicii

Frekvence vyskytu mutace se vyrazné li§i v riznych zemich svéta a u riznych
plemen psi. Analyza provedena v Némecku potvrdila, ze u 81 % kolii a 75 % vipett
byla prokazana alespon jedna mutovana alela tzv. heterozygotniho genotypu MDR1
(+/-) nebo mutované alely ob¢ tzv. homozygotniho genotypu (-/-).

Frekvence vyskytu u Seltii byla 51 %, u miniaturnich australskych ov¢aka 46 % a u
australskych ov¢aka 38 %. U border kolii a bilych $vycarskych ovéaku se genotyp (-/-)
objevil vzacné. (GRAMER et al., 2011)

Shrnuti vysledkt z ptedeslych studii provedenych po celém svété je znazornéno

v Tabulka 2. Frekvence alel se celosvétové velmi lisi a kolisa od 1 % (n=42)
v Japonsku, 7 % (n=448) v USA a 36 % (n=49) ve Velké Britanii.
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Tabulka 2 Shrnuti vysledkui studii z celého sveta (GRAMER et al., 2011)

us*® us* Germany®  UK® France! Japan® Germany® UK® North-west US"  Australia
Collie MDR1(+]+) 22.6% 26.0% 23.9% 71% 20.0% 25.0% 50.0% 14.9% 22.5% 12.1%
MDRI1(+/-) 42.0% 46.0% 43.1% 40.5%  32.0% 33.3% 50.0% 51.1%  42.5% 63.6%
MDR1(—(-) 35.4% 28.0% 33.0% 52.4%  48.0% 41.7% 0% 34.0% 35.0% 24.3%
n 1424 161 578 42 25 12 14 94 40 33
AF 56% 51% 55% 73% 64% 58% 25% 60% 56% 56%
Shetland Sheepdog MDR1(+[+) 88.2% 84.2% 45.7% 40.8% 97.6% 33.3% 57.1%
MDR1(+]-) 10.5% 14.7% 48.6% 47.0% 24% 0% 42.9%
MDRI1(—[-) 1.3% 1.1% 5.7% 12.2% 0% 66.7% 0%
n 448 190 140 49 42 3 7
AF % 8% 30% 36% 1% 67% 21%
Australian Shepherd MDR1(+[+) 53.0% 68.5% 67.9% 32.1% 44.4% 33.3% 35.7%
MDR1(+]-) 37.0% 29.8% 25.2% 42.9% 44.4% 66.7% 42.8%
MDR1(—[-) 10.0% 1.7% 6.9% 25.0% 11.2% 0% 21.5%
n 1421 178 333 28 9 3 14
AF 29% 17% 20% 46% 33% 33% 43%
Border Collie MDR1(+[+) 98.4% 100.0% 99.1% 95.3% 87.5%
MDRI1(+/-) 13% 0% 0.6% 47% 12.5%
MDRI(—[-) 03% 0% 0.3% 0% 0%
n 306 222 334 43 8
AF 1% 1) 1% 2% 6%
Old English Sheepdog MDR1(+]+) 97.5% 92.7% 87.5% 78.8%
MDRI(+]-)  2.5% 73% 12.5% 212%
n 40 151 24 33
AF 1% 4% 6% 11%
Australian Shepherd Miniature ~ MDRI(+/+) 63.1% 51.8%
MDRI(+]-) 33.7%  446%
MDRI(—[-) 3.2% 3.6%
n 285 56
AF 20% 26%
Longhaired Whippet MDR1(+]+) 41.7% 32.6%
MDRi(+/-) 583%  51.7%
MDRI(—/-) 0% 15.7%
n 24 89
AF 29% 42%
McNab MDRI(+]+) 68.6%
MDR1(+]-) 28.6%
MDR1(—/-) 2.8%
n 35
AF 17%
Silken Windhound MDR1(+[+) 68.8% 65.5%
MDRI(+]-) 312%  333%
MDRI(—/-) 0% 12%
n 16 84
AF 16% 18%
German Shepherd MDRI1(+/+) 89.8% 100.0%
MDRI(+/-) 8.4% 0%
MDRI(—/-) 18% 0%
n 166 95
AF 6% 0%
English Shepherd MDR1(+[+) 100.0% 85.7%
MDRI(+/-) 0% 14.3%
n 28 91
AF 0% 7%
Willer MDR1(+[+) 62.9%
MDRI1(+]-) 37.1%
n 62
AF 19%

Mutantni varianta genu byla nalezena ve vSech zemépisnych oblastech u obou

plemen pst (australsky ovc¢ak i kolie). Frekvence vyskytu mutovanych alel

u australskych ovéakl a Seltii jsou v Australii podstatné vyssi, nez u stejnych studii

provedenych v USA. (NEFF et al., 2004)

Studie provedena v USA ukazala, Ze precitlivélost na lvermektin je pomérné Casta,

dominantnich homozygoti bylo v testované populaci 22,6 %, heterozygotnich jedinct

42 % a recesivnich homozygott 35,4 %. (MEALEY et al., 2002).

Vysledky studie provedené v Australii jsou odlisné, 12 % populace je homozygotni

pro normalni alelu, 64 % heterozygotnich jedincii a 24 % testované populace je

homozygotnich pro alelu mutovanou. Vysledky studii provedenych v Australii a USA
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se vyznamng liSily. Naptiklad frekvence alely mutované u plemene australsky ovcak
v USA (178 pst), byla 17 %, zatimco v Australii dokonce 69 %. Podobné vysledky
jsou hlaseny u plemene Seltie (190 psi) v USA 8,4 % a v Australii 43 %. Diky témto
vysledkiim byly znacné pozménény lécebné metody u ovcéackych pst v Australii.

(MEALEY, 2005)

3.7 Model dédi¢nosti mutace v genu MDR1

Dédic¢nost mutace v genu MDR1 je autosomalné recesivni, postizeny jedinec je tedy
recesivni homozygot (aa), ktery od obou rodict zdédil recesivni defektni alelu (a).
Heterozygotni jedinec (Aa) je zdravy, ale je zde riziko pfedani recesivni alely
potomkim. Dominantni homozygot (AA) je zdravy a nehrozi zde zadné riziko pfenosu
defektni alely na potomky. Postizeni jedinci jsou v bézné praxi oznaCovani jako
maffected” nebo také -/-, pfenaseéi jako ,.carrier nebo +/- a zdravi, normalni jedinci
jako ,,normal“ nebo +/+. (LABOKLIN, 2007)

V tomto systému je obecné delece oznacovana jako minus. Oznaceni vychazi
Z toho, Ze delece znamena ,,vypusténi / vymazani" ¢asti genu (v ptipadé¢ MDR1 chybi 4
pary bazi), proto je pro deleci zvolen symbol ,, - " minus. (GEYER et al., 2005a)

Tabulka 3: Kombinace riiznych genotypii genu MDRI1 a vysledky kiizeni

Otec / matka Zdravy (aa;+/+) Pi‘enase¢ (aa;t/-)  PostiZzeny (aa;-/-)
50 % AA
Zdravy (aa;+-+) 100% AA ° 100% Aa
50 % Aa
50 % AA 23 % AA 50 % A
s g 0 0 o Aa
Pi'enase¢ (aa;+/-) 50 % Aa 50 % Aa 50 % aa
25% aa
50 % Aa
iZeny 3-/- 100% A 100%
PostiZeny (aa;-/-) 00% Aa 50 % aa 00% aa

3.8 Problémova léCiva a charakteristika jejich piisobeni

Nepfimétend reakce organismu je typickd pro léCiva, jeZ jsou substraty P-
glykoproteinu. Jedna se o ptirodni latky nebo jejich syntetické derivaty.
(DOWLING et al., 2006)

Léciva zpusobujici nepfiméfené reakce organismu psi jsou nejéastéji odvozena
od avermektind. Avermektiny jsou fermentované produkty aktinomycet rodu
Streptomyces avermitilis. Na zakladé chemické struktury jsou tato 1é¢iva fazena do skupiny

makrocyklickych laktont. Avermektiny plisobi povrchové proti ¢lenovetim a vniting proti
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nematodtim. Nejsou viak u¢inné proti tasemnicim a motolicim. (DUCHACEK a LAMKA,
2014)

Avermektiny ptisobi na specifické receptory stfedni ¢asti téla parazita a blokuji jim
vyloucené proteiny, které parazita chrani pted ptisobenim imunitniho systému hostitele.

Avermektin  tedy zajisti znieni parazita imunitnim systémem hostitele.

(DUCHACEK a LAMKA, 2014)

,2Avermektiny interferuji s prenosem nervovych impulsi u parazita zvySenym
uvoliiovanim inhibi¢niho neutrotransmiteru kyseliny 17 gama-aminomaselné (GABA)
Z presynaptickych nervovych zakoneni a zvySenym vazadnim na postsynaptické
receptory. To vede k otevieni postsynaptickych chloridovych kanali, které zptisobuji
hyperpolarizaci neuronti a potlaceni funkce neuronti. Mohou také ptisobit na chloridové
kanaly nezavisle na GABA receptorech. U bezobratlych, u kterych se GABA receptory
nachdzeji v perifernim nervovém systému, to zpiisobuje paralyzu, dysfunkci nervovych
bunck a smrt parazita. U savcl, kde se GABA receptory nachézeji pouze v CNS, by
vysledkem nadmérného uvolnéni GABA a jeji postsynaptické vazby byla difuzni
porucha funkce mozecku a kiiry mozkové. AvSak u savci avermektiny neprostupuji
snadno hematoencefalickou bariérou. Bezpec¢nost Ivermektinu pro savce zavisi
na aktivit¢ P-glykoproteinu v hematoencefalické bariéte. P-glykoprotein transportuje
makrocyklické laktony, mezi které patii i Ivermektin, ven z bunék CNS a zvifata
s defektnimi hladinami P-glykoproteinu v hematoencefalické bariéfe jsou citliva

na toxicitu makrocyklickych laktonti (BUS, 2005).

3.8.1 Ivermektin

Ivermektin je Sirokospektralni antiparazitikum, které se hojné¢ vyuziva
ve veterinarni mediciné proti nematodiim a antropodim. Nejcastéji se aplikuje u skotu,
koni, ovci, koz a prasat. Pouziti u pst je preventivni, pii podezieni na srdecni ¢ervivost
a je podavano v minimalni davce s dostatenym ¢asovym odstupem a pouze v USA. Pro
pouziti u psti neni v CR 1ék schvélen. I pies tento fakt se u nas vyskytuji 1é¢iva, ktera
Ivermektin obsahuji a jsou primarné urcena k 1é¢bé koznich parazitalnich infekci.

(BUS, 2005)

Psi smutaci vgenu MDR1, kterym byla oralné¢ podana davka 120-150 pg/kg
hmotnosti, vykazuji znamky toxicity — ataxie, ospalost, rozSifeni zornic, slinéni

a svalovy tfes (GEYER et al., 2005). U kolii zptsobuje nezadouci reakce uz i davka 50-
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100 pg/kg zivé hmotnosti (BUS, 2005). Pichled nejéast&jsich problémovych 18¢iv je
uveden v Tabulka 4.

Tabulka 4: Prehled nejpouzivanéjsich veterindrnich léciv

Udinna latka Utinek Veterinarni 1é¢ivo
Ivermektin Antiparazitika  Ivomec®, Eqmimax®
Nikdy nepodavat psiim s | Doramektin Dectomax®
MDR1 mutaci Moxidektin Equest®
Loperamid Antidiarhotika ~ Imodium®
Ani moZné . Sedativa Sedalin
Podani mozné Roqv Acepromazin - .
dohledem veterinare Opiaty Morfium
LT TS 7 Stronghold®, Advocate®
predepsanych davkach & ’

3.9 Metody detekce polymorfismu genu MDR1

Detekce polymorfismu je zaloZena na rozliSeni mutované alely od alely ptvodni
(wild type). Nejcastéji je polymorfismus detekovan u plemen kolie, Seltie, australsky
ovcak a staroanglicky ovcak.

Zakladni metoda detekce polymorfismu je amplifikace DNA pomoci polymerazové
fetézcové reakce (PCR) a nasledné vyhodnoceni na zakladé gelové elektroforézy
na polyakrylamidovém gelu (6,5 %). Dalsi metoda podle (KLINTZSCH, 2010) je
zalozena na principu detekce mutace za pomoci amplifikace specifickymi primery
areal-time PCR, ktera je zaloZena na metodé TagMan® alelické diskriminaci. V CR

nabizi komercni testovani firma Genomia a detekce je provadéna fragmentacni analyzou.

3.10 Polymerazova retézcova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR, z angl. Polymerase Chain Reaction) je
zaloZzena na amplifikaci DNA in vitro. Jedna se o pomérné rychlou zékladni metodu
slouzici k ziskani dostatecného mnozstvi specifickych kopii DNA. Pro pouziti PCR je
nutné znat potadi bazi na zac¢atku i konci sekvenci DNA, aby bylo mozné syntetizovat

komplementarni oligonukleotidy. (SNUSTAD a SIMMONS, 2009)
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Umeéle syntetizované oligonukleotidy slouzi jako primery pro syntézu
komplementarniho fetézce DNA. Pfi syntéze vznika z jednofetézcové molekuly
dvouretézcova, kterd je naslednou denaturaci separovana na dvé jednoietézcove, které
jsou v dal8im kroku opét doplnény na dvoutetézcovou. Pti PCR se tyto kroky cyklicky
opakuji a umoznuji postupné¢ denaturaci, vznik jednofetézcovych molekul DNA,

nasedani primert, syntézu DNA a vznik dvouvldknové molekuly DNA.

3.11 Metody PCR pro detekci MDR1 mutace
3.11.1 Zjisténi pritomnosti mutované alely za pomoci polymerazové retézcové

reakce (PCR) a gelové elektroforézy (ELFO)

(ROULET, 2003) uvadi, ze genomicka DNA byla purifikovana za pomoci QuUiAMP
DNA mini kitu (Qiagen, France). Specifické primery byly navrzeny tak, aby
amplifikovaly PCR fragmenty a znazornily misto delece (viz. Obrazek 9) nukleotidi
u senzitivnich  kolii.  Reak¢éni smés  obsahovala pifimy  primer (F5'—
CCTCTCATGATGCTGGT-3") a zpétny primer (R 5’~TGAAATTCCTGCATTTGCA-
3.

5 premature Stop codon -
141 150 160 170 180 190 200 210 220 230

t { } t t t { + + i
TGCTGGTTTTTGGAAACATGACAG CTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTA TAATGAAAGTATTA
TGCTGGTTTTTGGAAACATGACAG CTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAATTAATGAAAGTATTA
TGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAATTAATGAAAGTATTA

................. S S S

; 4 bp deletion S

Obrazek 9 Zndzornéni pivodni (wild type) a deletované alely (ROULET et al., 2003)

PCR amplifikace probéhla celkem ve 30 cyklech (95 C/30 s; 60 C/45 s; 72 C/30 s).
Z analyzy byl vyhodnocen pivodni typ alely o délce 79bp a mutovana alela o délce 75bp
(viz. Obrazek 10). DNA fragmenty byly vyhodnoceny pomoci gelové elektroforézy
(12% gel, pufr TBE) a zobrazeny prostiednictvim Geldoc UV transluminatoru.
(ROULET et al., 2003)
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Obrazek 10 Zndzornéni piivodni a deletované alely pomoci gelové elektroforézy (ROULET et al., 2003)

Obdobnou metodiku uvadi i (GEYER et al.,, 2005b). Genomova DNA byla
izolovana z krve pomoci kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Némecko).
Reak¢ni smés obsahovala piimy primer (F 5°-ATT GGC TTG ATA GGT TGT ATA
TG-3%) a zpétny primer (R 5-AAG TTT TGT TTC TTG AAA TTC CTG-3°). PCR
probéhla v termocykleru za nasledujicich podminek: denaturace probéhla pii teploté
94 °C po dobu 2 minut. Annealing se opakoval, v 10 cyklech se teplota nejdiive zvysila
na 95 °C, poté se udrzovala na 55 °C po dobu 15 sekund a v kazdém z téchto 10 cykla
se teplota snizovala o 0,5 °C, nésledovalo dal$ich 22 cykld, teplota se opét zvysila na 95
°C po dobu 15 sekund a poté snizila na 50 °C po dobu 15 sekund. Nasledovalo jesté
zvyseni teploty na 72 °C po dobu 10 sekund a v kazdém cyklu se prodluzovala doba o0 5
sekund. Kone¢na elongace probéhla pii teploté 72 °C po dobu 10 minut. (GEYER et al.,
2005).

Z analyzy byla vyhodnocena ptivodni alela o délce 138 bp a mutovana alela o délce
134 bp. Restrikéni enzymy bohuZel nerozpoznaly misto v amplifikované sekvenci.
Rozdil mezi fragmenty (viz. Obrazek 12) byl viditelny na gelové elektroforéze
(polyakrylamidovy gel; 6,5%), ze kter¢ byla detekovana homozygotni (-/-)
a heterozygotni (+/-) mutace. (GEYER et al., 2005b).

28



MDR1_F ATTGGCTTGATAGGTTGTATATG

MDR1_wt 1l ATTGGCTTCATACGCTTCTATATCT'TGCTCCCCACAATCCCTCCCATCATCCATCG
MDR1_deld 1 ATTGGCTTGATAGGTTGTATATGCTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATCATCCATGG
consensus 1 Ah AR A AR AR AR AR A A A AR A d A A AR AR A Rdk o ddh hAh ok Rd i d ki dhhih
MDR1_wt 56 AGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCA
MDR1_del4d 56 AGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAG----CTTTGCA
consensus BE Ak k ko kr ok kR A Ak Kk kR KRR IR IR KRR A IR A A R KR I KRR AR hkkrkk®
MDR1_R CAGGAATTTCAAGAAACAAAACTT

MDR1_wt 111 AATCCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTT

MDR1_deld4d 107 AATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTT

CONSENnsSUS 111 *kkkkdkkkdkkkhkkkdkkhkkkkhk ke k*

Obrdzek 11 Zndzornéni rozdilu v sekvenci pivodni a mutované alely (GEYER et al., 2005b)

T < oo

b /- k14 -/-

Obrazek 12 Vysledky gelové elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (GEYER etal., 2005b)

3.11.2 Metoda TagMan® alelické diskriminace pomoci real-time PCR

(KLINTZSCH, 2010) provedl testovani pomoci real-time PCR. Krevni vzorky byly
odebrany celkem od 62 pst 25 riznych plemen. Genomovda DNA byla izolovana
z krve. Obrazek 14 znazornuje specificky pfimy primer vybrany z exonu 4 ( F 5-ATT
GGC TTG ATA GGT TGT ATA TG-3¢) a zpétny z intronu 4 (R 5--AAG TTT TGT
TTC TTG AAA TTC CTG-3%). Nasledné probéhla amplifikace pomoci PCR. Z analyzy
byl vyhodnocen piivodni typ alely o délce 138 bp a mutovana alela o délce 134 bp

(viz. Obrazek 14). Fragmenty byly rozliseny elektroforézou na agarosovém gelu (6,5%).
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normal allele MDR1(+)

forward primer
5'-CTCCCTCTCATGATGCTGGTTT-3' ATGACAGATAGCTTTGCA
3'-CTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAGATAGCTTTGCARATGCAGGAATTTC . . . TAATTAATGAAAGTAAGTATTATTTGTGGCACTGATCT-3 "
3 -ACTTTCATTCATAATAAACACCGTGACTAGA-5"

reverse primer

nt230[del4] mutant allele MDR1(-)

forward primer ‘

5'=CTCCCTCTCATGATGCTGGTTT-3" ACATGACAG--—-CTTTGCA
3'-CTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGACAG-—-~-CTTTGCAAATGCAGGAATTTC. . . TAATTAATGAAAGTAAGTATTATTTGTGGCACTGATCT-3"
3'-ACTTTCATTCATAATAAACACCGTGACTAGA-5"

reverse primer

Obrazek 13 Zndzornéni sekvence navrzeného primého a zpétného primeru (KLINTZSCH et al., 2010)

ey B el et el e BB B I B
+ [+ |+ |+ |+ | + | £ | + | £ | FT| +
S 1 gt | g | (e | Mg g | Sy (| A gmeetl | Wl | g
e HEEE
= E IR = ]S
(T Y ] el
gH—‘U:;u‘L:ﬁU‘-‘ulu

Obrazek 14 Vysledky gelové elektroforézy (KLINTZSCH et al., 2010)

Nasledné¢ byla provedena dalsi PCR, pfimy primer byl navrzen stejné jako u prvni
reakce (F 5°-ATT GGC TTG ATA GGT TGT ATA TG-3°) a zpétny primer byl
odvozen od intronu ¢tvrté sekvence genu MDR1 (R 5°-CAA GGT CTA GAT AAG
GTG GTT C-3°) pro ziskani 449bp. Pro reakéni mix alelické diskriminace byl pfimy
primer navrzen takto (F 5°-CTC CCT CTC ATG ATG CTG GTT TT-3¢) a zpétny takto
(R 5*-AGA TCA GTG CCA CAA ATA ATA CTT ACT TTC A-3¢). Soucasti reakéni
smeési je specifickd fluorescencni oligonukleotidovd TagMan sonda (TagMan probes,
Applied Biosystems), a to VIC-5‘-ATG ACA GAT AGC TTT GCA-3‘-NFQ pro
hybridizaci s MDR1 normalni alelou a FAM-5"-ACA TGA CAG CTT TGC A-3-NFQ
pro hybridizaci s MDR1 mutovanou alelou. Poslednim krokem byla jednokrokova real-
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time PCR, jejiz pribéh je znazornén na Obrazek 15. (KLINTZSCH et al., 2010).

Shrnuti vysledkt analyzy pro jednotliva plemena pst je znazornéno v Tabulka 5.

b 120000 e THy 2000000 11y iy = 2000000, 1111 1oy oy
Fluorescence  Genotype ‘ - Fhiorascanca:_Ganotywa|] |]] 1] oo Fluorescence  Genotype || |
e ™ gl
: | — (e - | . |
- [TT] @ reo0coer] 3 1200000 MDR1(+1)
== | , el
2 £ vl 2 poooe L HHHHHH L LA
- : t / sosoat [+ L L et
Vil | 40800 — AL L 1
0000 ; ; : ) 00000 |:57911:\15111;1-;3252773313335:130
Cycles Cycles Cycles
Obrazek 15 Pribéh real-time PCR (KLINTZSCH et al., 2010)
Tabulka 5 Frekvence vyskytu alel u jednotlivych plemen psi (KLINTZSCH et al., 2010)
Dog breed Number of dogs
MDRI1(+[+) MDR1(—/-)

Australian Cattle Dog
Australian Shepherd
Beagle

Bearded Collie

Berger Blanc Suisse
Old English Sheepdog
Border Collie

Boxer

Cairn Terrier

Collie

Great Dane

German Wirehaired Pointer
Elo

Galgo Espaniol
Golden Retriever
Jack Russell Terrier
Laekenois

Lagotto Romagnolo
Podenco

Praszky Krysavik
Shar Pei

Shetland Sheepdog
Springer Spaniel
Staffordshire Bull Terrier
Willer®

Crossbreed

B e e e e S R S S e O B I S S S S R S RN SN S
OO0 OO0 0000000000 LOOOOWOO =0

—

a plemena neuznana FCI
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4 METODIKA

4.1 Sledovana populace zvirat

Do sledované populace zvifat byli zafazeni jedinci plemene kolie, Seltie a australsky
ov¢ak. Do analyzy bylo zahrnuto celkem 134 vzorka, konkrétné 39 kolii, 52 Seltii, 43
australskych ov¢aka. 104 vzorkd bylo odebrano s laskavym svolenim pana prof. Ing.
Antonina Stratila, DrSc. v ramci magisterské praxe na Akademii véd v Libéchové a 30
vzorkd bylo odebrano v ramci klubové vystavy kolii a Seltii v Mladé Boleslavi dne
7.11.2015. Pii odbéru vzorkti byl pro kazdého psa vyplnén informacni dotaznik
a po vyhodnoceni obdrzel majitel vystupni zpravu s vysledky (viz. Ptilohy). Do studie
bylo zatazeno 58 psu, 59 fen a 17 jedincti neznamého pohlavi (viz. Tabulka 6). Tabulka
7 znazoriiuje zastoupeni jednotlivych plemen ve studii. Celkem 6 vzorkl nebylo
spravné amplifikovano ani pfi opakovaném provadéni PCR, proto bylo do studie
zahrnuto pouze 128 vzork.

Tabulka 6 Zastoupeni jednotlivych pohlavi

Pohlavi Pocet vzorkt
Fena 59
Pes { 58
Neznamé 17
Celkem 134

Zastoupeni jednotlivych plemen

60
50 -

40 -
30 -

W SHE

AOV
20 A

10 -

Kolie

SHE AOV Kolie

Graf 1 Zastoupeni jednotlivych plemen
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Tabulka 7 Zastoupeni jednotlivych plemen

Plemeno Pocet vzorkt
SHE \ 52
AOV | 43
Kolie | 39

Celkem | 134

4.2 lzolace DNA

Izolace DNA byla u 104 vzorkii provedena z krve pomoci GenEluteTM
Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, USA).
Zbylych 30 vzorkl bylo izolovano z chlupovych cibulek pst pomoci Geneaid Genomic
DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell) GB100/GB300. Po izolaci bylo provedeno
stanoveni koncentrace izolované DNA pomoci spektofotometru NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA), kde byla méfena koncentrace DNA
a pomér absorbance 260/280, ktery udava Cistotu izolované DNA. Dale byla provedena
kontrola kvality a kvantity izolované DNA pomoci gelové elektroforézy na 2%
agarosovém gelu pii napéti 120V po dobu 20 minut. Izolace pomoci izola¢ni soupravy
Geneaid je zaloZzena na principu absorbce DNA na silikat. Material je nejdiive lyzovan
pomoci lyzaéniho pufru a enzymu proteindzy K. Bunétny lyzat se pfenese na izolacni
kolonu, jejiz soucasti je silikatovy povrch. V pfitomnosti chaotropnich soli adheruje
DNA na silikat. Kolonka je dale promyta roztoky a nésledné uvolnéna pomoci elu¢niho

pufru.

4.2.1 lzolace DNA z chlupovych cibulek

Pottebné vybaveni a reagencie
e Geneaid Genomic DNA Mini Kit (Tissue)
e Kolonka
e 2 ml zkumavka
e 1,5ml zkumavka/ 1 vzorek
e Pufr- GT, GBT, W1, Wash, Elution
e Proteinaza K
e 96-100 % ethanol

e Stojan na zkumavky
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Sada pipet a Spicky
Vortex

Centrifuga

Termalni blok (60 °C)

Pied zacatkem:

nahfat termalni bloky na 60°C

dat nahtat elu¢ni pufr (Elution buffer) na 60°C

4.2.1.1 Postup p¥i izolaci DNA 7 chlupovych cibulek

1.

Do 1,5 ml eppendorfovy zkumavky nastiihame alesponi 20 chlupovych cibulek.
Chlupova cibulka je umisténa na dné zkumavky.

Pridame 20 ul Geneaid proteinazy K.

Pifidame 300 pl GT pufru, lehce promichame S$pickou pipety a roztok
propipetujeme (chlupy nevortexujeme). Inkubujeme pii 60 °C nejméné 3
hodiny ( idealné ptes noc). Behem inkubace obcas vortexujeme.

Ptidame 300 pl pufru GBT, vortexujeme a vlozime na 20 min do termostatu
na60 °C. V termostatu zahfejeme i eluéni pufr. Vzorek piiblizné¢ 1 minutu
zchladime pii pokojové teploté a pfidame 200 pl ethanolu, vortexujeme.
Ptfipravime si 2ml centrifuga¢ni zkumavky, do kterych vlozime kolonky, které
zachyti DNA na kfemicit¢ membrané. Do kolonky piepipetujeme cely objem
tekutiny a centrifugujeme pii 13.000 rpm/1,5 minuty.

Kolonku umistime do €isté¢ 2ml zkumavky a spodni zkumavku obsahujici filtrat
vyhodime. Pfidame 400 pl pufru W1, centrifugujme pii 13.000/1,5 minuty.
Slijeme odfiltrovanou tekutinu a kolonku opét vlozime do centrifuga¢ni
zkumavky a centrifugujeme prazdnou kolonku. P¥idame 600 ul Wash pufru W1,
centrifugujeme pii 13.000 rpm/1,5 minuty.

Opét slijeme odfiltrovanou tekutinu a kolonku vlozime do centrifugacni
zkumavky a centrifugujeme prazdnou kolonu bez ptidani pufri pfi 13.000 rpm
1,5 minuty.

Spodni zkumavky vyhodime a kolonku vlozime do ¢isté a popsané 1,5ml
eppendorfovy zkumavky. Pfiddme 50 pl eluéniho pufru vytemperovaného

na 69 °C. Pufr aplikujeme pfimo do stfedu kolonky, abychom zajistili kontakt
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celé kifemicité membrany s pufrem a dikladné¢ eluovani DNA z membrany.
Eluéni pufr nechame inkubovat s membranou kolonky 5 minut pii pokojové

teplote, centrifugujeme pii 8.000 rpm/1 minutu.

10. Kolonku vyhodime a zkumavku s izolatem uchovavame pfi -20°C k dal$im

4.2.2

analyzam.

Izolace DNA z krve

Potiebné vybaveni a reagencie:

GeneElute Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit
Kolona a 2 ml zkumavky

Pufry — Lysis Solution T (LS-T), Lysis Solution C (LS-C), Column Praparation
Solution (CPS), Wash Solution (WS), Elution Solution (ES)
Proteindza K (20 mg/ml)

96-100 % ethanol

Stojan na zkumavky

1,5 ml zkumavka/ 1 vzorek

Sada pipet a Spicky

Vortex

Centrifuga

Termalni bloky (55 °C a 70 °C)

Pred zacatkem:

Nahfat termalni bloky
Do stojanu nachystat kolonu vlozenou do centrifuga¢ni zkumavky a 1 ¢istou 2

ml zkumavku

4.2.2.1 Postup izolace DNA z krve

1.

K 200 pl krve v 1,5 ml zkumavce pridame 200 pl pufru LS-C a 20 pl proteinazy
K, vortexujeme 15sekund.

Inkubujeme 10 minut pii 55 °C.

Do piipravené kolony napipetujeme 500 pl pufru CPS, centrifugujeme pfi
13.000 rpm/1 min. Vyjmeme kolonu odpad z centrifugacni zkumavky vylijeme,

kolonu vratime zpét.
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4. Klyzatu ptidame 200 pl ethanolu, vortexujeme 5-10 sekund.

5. Smés ziskanou v kroku 4 aplikujeme do pfipravené kolony, centrifugujeme pfi
8200 rpm/ 1 min.

6. Vyjmeme kolonu a odpad vylijeme, kolonu vratime zpét a napipetujeme do ni
500 pl pufru WS, centrifugujeme pii 8200 rpm/ 1 min.

7. Vyjmeme kolonu a vylijeme dopad, kolonu vratime zpét a napipetujeme do ni
500 pl pufru WS, centrifugujeme pii 8200 rpm/ 1 min.

8. Vyjmeme kolonu, odpad vylijeme, kolonu vratime zpét a centrifugujeme pfii
13.000/ 1 min.

9. Zkumavku sodpadem vyhodime, kolonku umistime do 2ml zkumavky,
napipetujeme 100 ul ES pufru, nechame inkubovat 5 minut pii pokojové teploté,
poté centrifugujeme pii 8200 rpm/ 1 min.

10. Kolonku vyhodime a zkumavku s izoldtem uchovame pii -2% °C k dalSim
analyzam.

Izolovanou DNA lze dlouhodobé uchovat pfi teploté -70 °C.

4.3 Polymerazova retézcova reakce (PCR)

4.3.1 Zaklady pripravy PCR

Ke spravnému postupu PCR je nutné znat sekvenci DNA v amplifikovaném useku.
Sekvenci snadno zjistime prostiednictvim DNA databazi (GenBank, ENSEMBL) nebo
sekvenovanim. V dalSim kroku pfipravy je nutné navrhnout a objednat sekvence
primert, podle kterych se bude syntetizovat komplementarni DNA. Nezbytnou soucasti
ptipravy je vypocet a zkouska optimalni teploty pro annealing (nasedani primert)
a nasledné navrzeni sloZeni a profilu reakce. Po provedeni PCR je nutna kontrola reakce
pomoci gelové elektroforézy (ELFO), poptipadé purifikace reakéniho produktu
a sekvenovani.

Priimérnd ucinnost PCR je odhadovana na 60-85 %. SniZzena muze byt naptiklad
ptitomnosti vét§itho mnozstvi templatu, kterd zvySuje pravdépodobnost hybridizace
templatu s komplementarnim fet€ézcem DNA, misto primeru. Dal§im nezddoucim

faktorem miize byt nespecifickd hybridizace primeru s jinymi sekvencemi DNA.

(KNOLL a VYKOUKALOVA, 2002)
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4.3.2 SloZeni reakéni smési

e Nukleotidy-tvoii komplex s Mg?* rozpoznavany polymerazou

e Voda

e Pufr-vytvati vhodné pH pro prubéh reakce

e Primery- uméle syntetizované oligonukleotidy (jeden ptimy-forward, druhy
zpétny-reverse)

e Polymeraza (Tag- Thermus aquaticus)

e DNA templat, ktery je substratem reakce

e Mg? ionty, dilezité pro u¢innost a specifitu pfipojeni primert

4.3.2.1 Taqg polymerdza

Jedna se o termostabilni polymerazu izolovanou z termofilnich mikroorganismi
odolnych teplotam, pfi nichZz se DNA denaturuje. Toto je podminkou pro mozné
opakovani syntézy DNA formou cyklii PCR reakce. (SMARDA et al., 2008)

Kromé¢ Taq polymerdzy se vyuzivaji 1 jiné, teplotn¢ rezistentni polymerdzy
a komer¢éné modifikované enzymy a jejich smési, které vykazuji nizsi procento tvorby

chyb. (KNOLL a VYKOUKALOVA, 2002)
4.3.3 Priabéh PCR

PCR metoda je zaloZena na cyklickém opakovani specifickych teplotnich profili. Je
nutné tyto kroky pfesné¢ dodrzet, aby doSlo k denaturaci DNA, spravnému nasednuti

primeri a kone¢né syntéze DNA. Princip PCR je znazornén na Obrazek 16.

1. Uvodni denaturace (94-96 °C; 1-15 minut) — rozruseni vodikovych mustki
v molekule DNA a vznik ssDNA

2. Denaturace (94-96 °C; 15-60 sekund) — odviji se od délky amplifikovaného

useku a obsahu GC pari

3. Annealing (45-65 °C; 15-60 sekund) — nasedani primerti na specificka mista
DNA, teplota je zavisla na teploté tani (Tm) primera

4. Elongace (68-72 °C; 1-2 minuty) — syntéza DNA ve sméru od 5” konce primeru
komplementarné k ptivodni molekule DNA

5. Finalni extenze (68-72 °C; 5-10 minut) — kone¢né dosyntetizovani fetézct

6. Chlazeni (4 °C; ) — neni podminkou, mozné chladit v lednici
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72°CI60 s ELONGALE =
syntéza novych viaken
5 B
30x V/ kazdém cyklu se pocet 30x

molekul zdvojnasobi

Obrizek 16 Princip PCR (KNOLL a VYKOUKALOVA, 2002)

4.3.4 Vybér a navrh primeri

Primery byly navrzeny ze sekvenci psich genli dostupnych v elektronickych
databazich (Ensembl). Vybér primerti byl proveden pomoci software Oligo. Pro spravny
navrh primeri je nutné zohlednit délku primeru, obsah C+G bazi, stabilitu a unikatnost
na 3’ konci, vnitfni a energetickou stabilitu a v neposledni fadé teplotu tani (Tm),
vypoctenou pomoci metody termodynamickych parametrti nejbliz§ich sousedii podle

(RYCHLIK et al., 1990).
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AGTTTCGCTATTCAAATTGGCTTGATAGGTTGTATATGTTGGTGGGGACAATGGCT
GCCATCATCCATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGGTTTTTGGAAACATGAC
AGATAGCTTTGCAAATGCAGGAATTTCAAGAAACAAAACTTTTCCAGTTATAATT
AATGAAAGTAAGTATTATTIGTGGCACTGATCTTAGAGGTTTGAAGAAAAATCTG
TTACTTAGAAGGATGTTTAGCCCTCATTAAATACATTAGTGTGTTTATTTCTGGGG
GAAAAGGGAGGAGTCTGAGCTACAGTTAATATTGGTAATAAGTTTGAGAAGATA
ATAATCATAAGTATTAGAATCCACACTGGAGGTCTTGGCAAA

Piimy primer: a) TTC GCT ATT CAA ATT GGC TTG MDRI1 del 4nt F1

b) AGC TGC ACT CCC TCT CAT GAT MDRI1 del 4nt F2
Zpétny primer: AAA CCT CTA AGA TCA GTG CCA CA MDRI1 del 4nt R1
Misto delece: ATAG

Obrdzek 17 Sekvence PCR produktu pouzitého pro testovéni polymorfismu v genu MDRI

Pro studii byly zvoleny dva primery piimé (F1, F2) a jeden primer zpétny (R1).
Sekvence navrzenych primeru jsou zobrazeny na Obrazek 17. Vlastnosti jednotlivych
primert jsou uvedeny v Tabulka 8. Pro testovani vzorkd izolovanych z krve (108
vzorkll) byl zvolen ptimy primer F2, ktery je kratsi a tudiz by se m¢l 1épe amplifikovat.
Navic se nachazi v hustém zastoupeni velikostnich standardi. Bohuzel béhem testovani
vzorkd na Akademii véd zfejmée doslo ke kontaminaci tohoto primeru, coz znemoznilo
spravné vyhodnoceni vysledkl. Nakonec bylo tedy vSech 128 vzorkti amplifikovano
s primerem F1.

Tabulka 8 Viastnosti navrzenych primerii

NAZEV POCETNT TM(°C)OLIGO  TM (°C) ABI CALCULATOR % GC  VELIKOSTPCR  POZICE

MDR1_DEL ‘ 21 52,4 58,8 38,1 206 bp 20
ANT_F1

MDR1_DEL 21 52,8 59,8 52,4 139 bp 87
4NT_F2

MDR1_DEL ‘ 23 56,7 58,8 43,5 203
4NT_R1

4.3.5 Optimalizace PCR

Optimalizaci je oznaCovan proces testovani a vybéru nejvhodnéjSich parametri,
které mohou ovlivnit reakci (tzn. sloZeni reakéni smési, teplotni a Casovy prubéh
reakce). Optimalizaci je nutné provadét vzdy, laboratorni podminky se totiz mohou lisit.

(KNOLL a VYKOUKALOVA, 2002)
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Postup

Potiebné vybaveni a reagencie
e DNA izolovana v piedchozim kroku
e PCR reagencie- PPP Master Mix
- roztok primeru F
- roztok primeru R
- dH20
e 1 xPCR zkumavka (0,2 ml)/1 vzorek
e sada pipet + Spicky

e led nebo mrazici box

stojan, rukavice, termalni cykler

Spravny teplotni rezim pro annealing primert byl vybran testovanim celkem 4
teplotnich profili v termalnim cykleru PTC-200TM, MJ Research, Inc. (viz. Tabulka 9).
Slozeni reakéni smési je uvedeno v Tabulka 10. Vyhodnoceni prob&éhlo za pomoci
gelové elektroforézy na 3% agarosovém gelu (Serva) pii napéti 130 V. Vizualizace
byla zajisténa pomoci 2,4 pl EtBr. Reakce probihala 20 minut. PCR produkt byl
vizualizovan prostiednictvim transiluminatoru a byla hodnocena jeho kvalita, vyskyt
nespecifickych fragmenti a mnozstvi amplifikované DNA. Jako idedlni teplotni profil
pro nesednuti primert byl zvolen profil ¢islo 4. Teplotni profil PCR je uveden

v Tabulka 11.

Tabulka 9 Testované teplotni profily

Cislo teplotniho Teplota
profilu
1 | 58 °C
2 | 59 °C
3 | 60 °C
4 | 61°C
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Tabulka 10 SlozZeni reakcni smési PCR

Chemikalie Mnoistvi (pl)
Voda 4,1
PPP mix 5
Primer F1/F2 0,2
Primer R1 0,2
DNA 0,5
Celkovy objem 10

Tabulka 11 Teplotni profil PCR

KROK TEPLOTA (°C) (o:\
1. 94 3 min.
2. 94 30 sec.
3. 61 30 sec.
4, 72 30 sec.
5. Goto 2 35x
6. 72 1 hod.
7. 4 oo

4.3.6 SlozZeni reakéni smési

PCR reakéni smés pro amplifikaci vzorkil izolovanych z krve byla navrZena
a konzultovéna s prof. Ing. Antoninem Stratilem, DrSc. v rdmci praxe na Akademii véd
v Libéchové. Jako pfimy primer byl zvolen F2, protoZe je kratsi, tudiz se lépe
amplifikuje a také se nachdzi v oblasti hustého zastoupeni standartnich velikosti.
Celkovy objem smési byl stanoven na 15 pl (viz.Tabulka 12). Teplotni profil PCR je
znazornén v Tabulka 13.

Tabulka 12 Slozeni reakcni smési pro PCR

Chemikalie Mnozstvi (ul)
Voda 4,4
PPP mix 5
Primer F2 0,3
Primer F1 0,3
DNA 5
Celkovy objem 15
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Tabulka 13 Teplotni profil PCR reakce

Krok Teplota Cas
1 94 °C 3 minuty
2 94 °C 30 sekund
3 61°C 30 sekund
4 72 °C 30 sekund
5 Goto 2 35x
6 72 °C 1 hodina
7 4°C oo

PCR reakéni smés pro amplifikaci vzorki izolovanych z chlupovych cibulek byla
navrzena a konzultovéna s Ing. Ceftkem Horeckym. Jako piimy primer byl zvolen F1,
z divodu ziejmé kontaminace primeru F2, ktery byl pouzit na Akademii véd
v Lib&échové. Slozeni reak¢éni smési je uvedeno v Tabulka 14.

Tabulka 14 Slozeni reakcni smési pro PCR

Chemikalie Mnoistvi (ul)
dH.O 3,6
PPP mix 5
F1 0,2
R1 0,2
DNA 1
Celkovy objem 10

4.4 Gelova elektroforéza

Elektroforéza patii k nejpouzivanéjSim separacnim elektromigra¢nim analytickym
technikam pro izolaci a analyzu nukleovych kyselin a bilkovin v molekularni biologii.
Principem této metody je pohyb molekul v elektrickém poli. Nukleovd kyselina
v elektrickém poli putuje k opacné nabité elektrod€¢ diky negativné nabité fosfatové
skupin¢ (DNA tedy putuje k anod€). Gel funguje jako trojrozmérné sito, kterym
molekuly DNA migruji ke kladné anodé. (SMARDA et al., 2008)

Zatizeni pro elektroforézu se sklada z elektroforetické vany s anodou a katodou,
dale je nutny pufr, drzak gelu, ve kterém dochazi k separaci molekul (gel slouzi jako
pomyslna sit, kterou molekuly prostupuji na zaklad¢ své velikosti) a externiho zdroj
napéti. Gel se vléva do vani¢ky nebo mezi skla (podle typu elektroforézy) a necha se

ztuhnout. (KNOLL a VYKOUKALOVA, 2002)
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Rychlost pohybu molekul oznacujeme jako elektroforetickou pohyblivost, ktera je
nepfimo Umeérna logaritmu jejich velikosti. Velikost péru v gelu zavisi na jeho
koncentraci, ktera zavisi na predpokladané velikosti fragmenti DNA, které maji byt
déleny. Elektroforéza probiha v pfisluSném pufru v elektroforetické komtrce. Pufr
udrzuje stalé pH 1 teplotu a vede elektricky proud. Vzorky se nanaseji do jamek gelu.
Nanaseny roztok ma vyssi hustotu nez voda, aby vzorky po naneseni na gel zistaly
V jamkach. Pfitomné barvivo umoziiuje sledovat rychlost pohybu fragmentu v gelu.
Hodnoceni vysledki se provadi pomoci transiluminatoru. Velikost molekuly DNA nebo
jejiho fragmentu lze stanovit srovnanim jejich elektroforetické pohyblivosti
s elektroforetickou pohyblivosti molekul nebo fragmenti DNA o znamé velikosti, které

oznadujeme jako standardy. (SMARDA et al., 2008)

4.4.1 Vizualizace elektroforetickych geli

Vizualizace je zaloZena na vazbé DNA na EtBr, ktery je pfidavan pifimo do gelu.
Komplex EtBr-DNA pfi excitaci UV zafenim emituje fotony, coz umoziuje vizualizaci
DNA. Pokud béhem izolace DNA dojde k jejimu poskozeni az rozbiti, na gelu bude
patrnd souvisld Smouha. EtBr je silny mutagen a pii praci je zapotiebi pouziti
ochrannych pomiucek. K vizualizaci se dale pouZziva napft. stfibro, autoradiografie nebo

neradioaktivni zna¢eni. (KNOLL a VYKOUKALOVA, 2002)

4.4.2 Postup a vyhodnoceni gelové elektroforézy

Pottebné vybaveni a reagencie:

e [zolovand DNA

e Hmotnostni standard

e Agardza

e TBE pufr

e 100ml zkumavka

e Ethidium bromid (EtBr, 0,5mg/ml)

e Sada pipet a Spi¢ky

e Vanicka na gel a hfebinek

e NanaSeci pufr

e Elektroforeticka vana s anodou, katodou a pufrem

e Externi zdroj stejnosmérného napéti
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Postup:

1. Ptipravime 2% agardzovy gel (do elektroforetického pufru pfidime agarozu,
promichame a vatime tak dlouho, az se agardza zcela rozpusti a roztok se stane
homogennim).

2. Gel nechame ochladit na 50-60 °C, piidame 6 pl EtBr, zamichame a nalijeme
do vani¢ky, umistime hiebinek a nechame gel ztuhnout.

3. Vani¢ku s gelem ponofime do elfo vany S pufrem, vytdhneme hiebinek
a zkontrolujeme, zda je pufr nad povrchem gelu.

4. Do jamek postupné naneseme 5 pl markeru a 3 pl vzorku.

K vanég ptipojime zdroj stejnosmérného napéti tak, aby DNA putovala k anodé.
Optimalni velikost napéti je 5V/cm, doba seperace 20 minut.
6. Vypneme a odpojime zdroj od elektroforetivké vany, v ochrannych rukavicich

vyjmeme gel a umistime na transilumindtor.

Pouzita byla agar6za Agarose SERVA for DNA electrophoresis a Agarose SERVA
Premium (SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Némecko). K ptipravé gelu byl
pouzit 1x TBE pufr (Sigma-Aldrich Corp., St Louis, USA). Pii pouziti PPP Master
Mixu nebyl nanéseci pufr nepouzit, protoze jiz obsahoval aditiva pro ptimou vizualizaci

na gelu.

Vysledky gelové elektroforéz jsou viditelné na Obrazek 18. V prvni jamce je
viditelny hmotnostni standard (tzv. marker), v druhé az paté jamce (znaceno 1-4) jsou
viditelné vzorky izolované z chlupovych cibulek. Nizka koncentrace DNA izolované
z chlupovych cibulek je pravdépodobné dana Spatnym skladovanim biologickych
vzorkll.. Vzorky byly po vytrhnuti ulozeny v fadné oznacenych saccich a skladovany pfti
pokojové teploté, coz mohlo zapficinit degradaci DNA a tim 1 jeji maly vynos. V
ostatnich jamkach jsou vzorky izolované z krve (vys$si vynos). Stejnym postupem bylo
elektroforeticky ovéteno vsech 134 vzorkl. Pro ovéfeni velikosti fragmentd byl pouzit

marker M100 (GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder).
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Obrazek 18 Vysledky gelové elektroforézy

4.5 Fragmentacni analyza

Fragmentac¢ni analyza je metoda zalozend na principu separace amplifikaéni smési
DNA podle jeji velikosti. Separace probiha v linedrnim hydrofilnim polymeru (POP 4
polymer) v kapilafe (vnitini primér 25 um, délka desitky cm) a elektroforetickém pufru
podle molekulové hmotnosti. Amplifikaty daného polymorfismu nesou kazdy jeden typ
fluoroforu (molekula fluroscen¢ni barvy), ktera po ozéafeni svétlem urcité vinové délky
emituje svétlo urcité barvy. Na zéklad€ riznych typd navazanych fluorofort excituji
amplifikaty pfi prichodu kapildrou po ozafeni laserem svétlo rtizné barvy a intenzity,
diky ¢emuz vznikaji tzv. peaky. Algoritmem (nejcastéji Local Southern) je nasledné
prostiednictvim definovaného vnitiniho standardu, alelického Zebficku a pozitivni
kontroly pfifazovana numerickd hodnota jednotlivym shlukiim fragmentl stejnych
vlastnosti. K zafizeni je pfipojena piima detekce méfenim absorbance. Typicka analyza
trva zhruba 20 minut. Podle polohy peaku viéi standardu pak zjistime, o jaky typ alely

daného polymorfismu se jedna.
Potiebné vybaveni a reagencie:

e PCR produkt

e Vnitini standard GS-500 LI1Z (Applied Biosystems)
e Formamid

e Stojan

e 0,5 ml zkumavka/l vzorek

e Sada pipet a Spicky

e Termalni blok

e Genetic Analyser
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Postup:

Vzorky byly pted pripravou reakéni smeési fedény dle intenzity signalu
vyhodnoceného pomoci gelové elektroforézy. Redéni bylo nutné u vétsiny vzorkd
a pohybovalo se od fedéni 0x az po fedéni 70x u velmi silnych vzorki. Vzorky byly
fedény pomoci dH20. Napiiklad fedéni 70x odpovida 69 ul H.O a 1 ul PCR produktu.
Ukazka fedéni vzorkt viz. Obrazek 19. Vzorky 1, 3 a 4 byly fedény 10x, vzorky 5, 6 a 7
byly fedény 30x a vzorky 8 az 14 byly fedény 50x. Slozeni reakéni smeési

pro fragmenta¢ni analyzu je uvedeno v Tabulka 15. Vzorky byly analyzovany pomoci

kapilarni elektroforézy s vyuzitim genetického analyzatoru ABI PRISM 310 (Life
Technologies Copr., Carlsbad, USA).

Obrazek 19 Ukdzka redeéni vzorkii pred FA

Tabulka 15 Slozeni reakcni smési pro FA

Chemikalie Mnoistvi (ul)
Formamid 11,3
GS-500 LIZ 0,2
PCR produkt 1
Celkem 12,5

4.5.1 Analyza vystupnich dat

Vystupni data byla vyhodnocena pomoci programu GeneMapper 4.1. Podle
ptitomnosti ¢i absence peaku v oblasti 201 a 205 byly v populaci vyhodnoceni jedinci
zdravi, pfenasSeci a nemocni. Na Obrazek 20 je viditelny pouze peak v oblasti 201, coz
ukazuje na deleci 4 bazi, jedna se tedy o postizeného jedince (-/-), ktery by nemél byt
zatazen do chovu. Na Obrazek 21 jsou viditelné peaky dva, jeden v oblasti 201 a druhy
Vv oblasti 205, coz je typické pro ptrenasece onemocnéni (-/+). Takovy pes muze byt

zatfazen do chovu, ale pfipafovan bude pouze se zdravymi jedinci. Nemoc se u n¢j
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neprojevi, ale pienasi ji na své potomstvo. Na Obrazek 22 je viditelny pouze peak
Vv oblasti 205, jedinec je tedy zdravy (+/+), bez pfitomnosti delece a mize byt pouzit

v chovu naprosto bez omezeni.

Sample File Sample Name Panel 0s sQ
MDR1 dcl4 1 F2 01 08 12 47 32.fea MDR1 del4 1 F2 MDR1_del4 [F1+R1] = []
[ MDR1_deld J
120 ; 160 200 240 280
35006 n ; ; } + ; ; :
8000
4000
0 A ! A
sz 200.62
al 201

Obrazek 20 Fragmentacni analyza , postizeny

1 [F1+R1] [E] [
MDR1_deld J
120 160 200 240 280

18000
12000

6000

. A 1l A

sz 200.50
al 201'

sz 204.48
al 205
Obrazek 21 Fragmentacni analyza, prenasec
Sample File Sample Name Panel oS SQ
MDR1 dcl4 4 F2 04 08 12 47 32.fsa MDR1 dcl4 4 F2 MDR1_dcl4 [F1+R1] 5] o
[ MDR1_del4 ]
120 160 200 240 280
12000
8000
4000
0 A K A
sz 204.49
al 205

Obrazek 22 Fragmentacni analyza, zdravy
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5 VYSLEDKY
5.1 Vypocet frekvenci alel a genotypi

Vzorce pro vypodet frekvence alel a genotypti podle (BEDNAR et al., 2006)

Genotyp Frekvence Frekvence relativni
absolutni
AA D d=D/N
Aa | H h=H/N
aa | R r=R/N
2 ‘ D+H+R=N d+h+r=1
Alely Frekvence Frekvence relativni
absolutni
A P=2D+H p=(2D+H)/2N=d+% h
a Q=2R+H q= (2R+H)/2N=r+ % h
‘ P+Q=2N p+g=1

e D.,H, R jsou absolutni frekvence genotypl

e d, h, rjsou frekvence genotypu relativni

e P aQjsou absolutni frekvence alel

e D, qjsou relativni frekvence alel

e N je soucet absolutnich frekvenci vsech jedinct

V souboru 128 pst byl genotyp AA (+/+) zjistén u 53 jedincu, genotyp Aa (+/-)
u 58 jedinct a genotyp aa (-/-) u 17 jedinct (viz. Tabulka 16). Procentualni zastoupeni
jednotlivych genotypi podle plemene je znazornéno v Graf 1. Vysledky vyhodnocené
vV programu SAS jsou znazornény v Tabulka 18. Nejvyssi procentualni zastoupeni
postizenych jedincti pozorujeme u plemene kolie, coz odpovida vysledkim ptedchozich
studii. Zteyjmym divodem tohoto vysokého vyskytu delece je nedostatecné velka
chovna zékladna psti v CR. Z tohoto déivodu dochazi k ptipafovani pienaseci (54,05 %)
mezi sebou, coZ ma za nasledek vysoky vyskyt polymorfismu u tohoto plemene. DalSim
divodem je nedostatecna informovanost majitelt psi bez povinnosti testovat sva

chovna zvirata.
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Tabulka 16 Vysledné zastoupeni genotypii

GENOTYP AOV KOLIE SHE CELKEM
-/- 3 11 3 17
+/- 14 20 24 58
+/+ \ 24 6 23 53
CELKEM \ 41 37 50 128
Tabulka 17 Procentudlni zastoupeni genotypii
PROCENTUALNI{ ZASTOUPENi GENOTYPU
PLEMENO \ AA (+/+) Aa (+/-) Aa (-/-)
AOV \ 58,54% 34,14% 7,32%
SHE \ 46% 48% 6%
KOLIE \ 16,22% 54,05% 29,73%
Tabulka 18 Vyhodnoceni genotypu v programu SAS
GENOTYP CETNOST PROCENTA KUMULATIVNi CETNOST KUMULATIVNi
PROCENTA
++ | 53 41,41 53 41,41
+/- \ 58 45,31 111 86,72
-/- \ 17 13,28 128 100

Na zaklad¢ absolutnich frekvenci genotypi byly vypocitany relativni frekvence
genotypii (viz. Tabulka 19) a absolutni a relativni frekvence alel, které jsou uvedeny

v Tabulka 20. Graf 2 a Graf 3 znazornuji absolutni frekvence genotypti a relativni

frekvence alel.

Tabulka 19 Frekvence genotypii

Genotyp Frekvence absolutni Frekvence relativni
AA | 53 0,1328125
Aa | 58 0,453125
aa 17 0,4140625
> 128 1

Tabulka 20 Frekvence alel

Alela Frekvence absolutni Frekvence relativni
A 164 0,640625
a 92 0,359375
3 | 256 1
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Absolutni frekvence genotypli
140 -
120 -
100 -
80 -
H Frekvence absolutni
60
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20 A
0 T T -T 1
AA Aa aa >

Graf 2 Absolutni frekvence genotypii

Relativni frekvence alel

1 —
0,8
0,6
B Frekvence relativni
0,4
0,2
a

1

A 2

Graf 3 Relativni frekvence alel
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5.2 Hodnoceni genetické rovnovahy dle Hardy-Weinbergova zakona

Vypocet genetické rovnovahy byl proveden podle (URBAN, 2008).

Rovnovazny geneticky stav v populaci nastava, kdyz plati konkordatni rozlozeni

genotypi, vychazejici ze zdkladni rovnice genetické rovnovahy:

2 fyz
g’ - [EF"’?] ~ dr _(h]

2 2
2,:;;;:? 20 = h_ -2,0
Vg var

Urceni, zda je populace v genetické rovnovaze, bylo provedeno na zaklade
porovnani pozorované a ocekavané distribuce genotypti pomoci statistického testu X 2,

podle vzorce:

O

kde P — pozorované hodnoty; O — o¢ekavané hodnoty pro danou kategorii.

xz Z[F’—U)Z

Hodnota XZ?je pouzita k odhadu, jak &astd je pozorovand odchylka, &i jaké

pozorovand odchylka mtze byt o¢ekavana, kdyz je zptisobena ndhodou.

Z B . , . v , ’ © .
Lin = Xn ~ Je shoda mezi pozorovanymi a ocekdvanymi &etnostmi a Ho se

nezamita. Pak populace pro dany lokus je v genetické rovnovaze.

iw < Xon ~ Je prikazny rozdil mezi pozorovanymi a ofekdvanymi &etnostmi
a Ho se zamita. Pak populace pro dany lokus neni v genetické rovnovaze.

Tabulka 21 znazorfiuje vysledky chi-kvadrat testu vyhodnocené v programu SAS.
Vypocitand hodnota 21,2938 je vySsi nez hodnota tabulkova pro stupent volnosti 4
(viz. Tabulka 22), a populace tedy neni pro dany lokus v genetické rovnovaze.

Tabulka 21 Vysledky chi-kvadrat testu vyhodnocené v programu SAS

STATISTIKA DF HODNOTA PR
CHi-KVADRAT 4 21,2938 0,0003
CHi-KVADRAT POMERU VEROHODNOSTI 4 21,492 0,0003
MANTEL-HAENSZELOV CHi-KVADRAT ‘ 1 0,2927 0,5885

o1



Tabulka 22 Tabulkové hodnoty Chi-kvadratu

STUPNE VOLNOSTI
HLADINA 1 2 3 4 5
VYZNAMNOSTI
0,05 3,84 5,99 7,81 9,48 11,07
0,01 635 9,21 11,34 13,27 15,08
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6 DISKUZE

V souboru testovanych psii plemen kolie, Seltie a australsky ov¢ak byly zjistény tyto
frekvence genotypa: AA 41,41 %, Aa 45,3 % a genotyp aa 13,28 %. Zjisténé relativni
frekvence alel byla nasledujici: alela A 0,640625, alela a 0,359375.

Vliv polymorfismu v genu MDR1 na schopnost odbourani 1é¢iv z mozku byl
studovan v nékolika pracich. Napiiklad podle (GRAMER et al., 2011) je zastoupeni
postizenych jedinci (genotyp -/-) plemene kolie ve sledované populaci 36 %
a zastoupeni prenasect (genotyp +/-) 45 %. Analyzovano bylo celkem 2227 psu. Tato
analyza byla provedena v Némecku a vyskyt polymorfismu je srovnatelny s touto praci,
kdy bylo postizenych jedinct (genotyp -/-) u plemene kolie detekovano 29,73 %
a prenasect (genotyp +/-) 54,05 %. Celosvétové vsak frekvence kolisa. Napiiklad
Vv Australii je zastoupeni pfenaSeci podle (MAELEY et al., 2002) jesté vyssi (63,3 %)
a zastoupeni postizenych jedincti dosahuje 24,3 %. V Japonsku je dokonce podle
(KAWABATA et al,, 2005) procento postizenych jedinct vyssi (41,7 %), nez

zastoupeni pfenasect ve sledované populaci (33,3 %).

Frekvence vyskytu podle (GRAMER et al., 2011) u Seltii byla 51 %
a U australskych ovcakt 38 %. V této studii byla frekvence vyskytu polymorfismu
u Seltii 54 % a u australskych ov¢éakt 41,46 %, tedy v obou piipadech vyssi.

Velké rozdily ve frekvencich byly zaznamenany podle (MEALEY, 2005) v USA
a Australii. Naptiklad frekvence alely mutované u plemene australsky ovéak v USA
(178 pst), byla 17 %, zatimco v Australii dokonce 69 %. Podobné vysledky jsou
hlaSeny u plemene Seltie (190 psi) v USA 8,4 % a v Australii 43 %. Diky témto
vysledkiim byly zna¢né pozménény lécebné metody u ovéackych pst v Australii.
nedostate¢nou chovnou zakladnou. Heterozygotni jedinci by méli byt pfipafovani pouze
se zdravymi, aby se predeslo Sifeni polymorfismu v populaci pst. Bohuzel v praxi je
bézné, Ze se pripatfuji prenaseci mezi sebou. Z takového spojeni lze ocekavat pouze 25
% zdravych jedinct, 50 % heterozygotnich a 25 % jedinct postizenych deleci v genu
MDR1. Kudrzeni zdravé populace je dilezitd predev§im informovanost v fadach
chovateltl, zptisnéni pozadavkl pro uchovnéni zvitat a zavedeni povinného genetického

testovani. Postizeni jedinci by méli byt zchovu vyfazeni. Protoze se nejedna

24
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P-glykoproteinu a zpusobuji zdravotni komplikace, neni mezi chovateli zavedena
povinnost zvifata testovat. Pokud viak chovatel nabizi §téhata i mimo CR, vétSinou se

u budoucich majiteld mtze setkat s pozadavkem testovani.

Z vysledkii testovani je patrné, Ze vyskyt polymorfismu v genu MDR1 je v CR
srovnatelny s okolnimi staty. NejvySsi zastoupeni postizenych jedincii bylo

v

zaznamenan u plemene australsky ovcak.

Pro ozdraveni chovu bych doporucila testovat veskeré chovné psy. Recesivni
homozygoty vyfadit z chovu, heterozygotni jedince pfipafovat pouze se zdravymi
a zaradit do chovu nové psy, ktefi jsou zdravi. Pro uchovnéni jedince by mélo byt
povinné genetické testovani a vedeni pfesné evidence pod klubem chovateli

jednotlivych plemen pst.
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7 ZAVER

Na zéaklad¢ studia odbornych c¢lanki byly sepsany informace o genu MDR1
a popsana funkce P-glykoproteinu, ktery je timto genem kodovan. Hlavnim cilem této
diplomové prace bylo zvladnuti molekularné-genetickych metod. Dale byla popsana
lokalizace genu MDRL1, pocet a sekvence kdédovanych aminokyselin a byly uvedeny
jednotlivé substraty P-glykoproteinu. V neposledni fadé jsou uvedena i problémova
1é¢iva pro psy s mutaci v genu MDR1. V soucasnosti se vyzkum zaméfuje na analyzu
lidského genu MDR1 a farmakogenetické analyzy se ve vztahu k mutaci v genu MDR1
studuji vyjimecné.

Cilem této prace bylo navrhnout metodiku pro detekci polymorfismu v genu MDR1
u ovcackych a honackych plemen pst a nasledné otestovat minimalné 30 zvitat plemene
Seltie, kolie a australsky ovéak. Delece v genu MDRL1 byla zjisténa celkem u 17 pst
s nejvysSim zastoupenim u plemene kolie (29,7 %), coz odpovida vysledkim
predeslych analyz. Pro detekci genotypu byly pouzity metody PCR, gelova
elektroforéza a fragmentacni analyza.

Pozorované frekvence genotypi byly nasledujici: 41,4 % genotyp AA, 45,3 %
genotyp Aa a 13,3 % genotyp aa. Vysoké procento heterozygotnich jedincti je ziejmée
ovlivnéno nedostatecnou velikosti chovné zdkladny, zejména u plemene kolie.
Vysledky studie vSak mohou byt zkresleny malym souborem psi zafazenych

do analyzy.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

A, G, C, T - adenin, guanin, cytosin, tymin (oznaceni jednotlivych nukleotid)
AMK - aminokyselina

AQV - autralsky ovcak

bp - par bazi (base pair)

CNS - centralni nervova soustava

dH20 - destilovana voda

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dNTP - deoxyribonukleotid trifosfat

EtBr — ethidiumbromid

FA — Fragmentacni analyza

Gb - 10° bazi

KCHKS - Klub chovatelt kolii a 3eltii

MDR - Multiple Drug Resistance

n - pocet zvirat

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

SHE - Seltie (sheltie)

SNP - jednonukleotidovy polymorfizmus (single nucleotide polymorphism)
SSDNA - jednotetézcova DNA

TBE - trisboratovy pufr

Tm - teplota tani (melting temperature)
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11 PRILOHY
11.1 P¥iloha ¢. 1 — Vysvétleni pojmii

ALELA - jedna ze dvou nebo vice alternativnich forem genu nebo genetického markeru

AMPLIFIKACE DNA - proces piipravy mnoha kopii ur¢itého iseku DNA pomoci

polymerazové fetézové reakce (PCR)

BAZE - sou¢ast nukleové kyseliny — nukleotidu; hlavni béze nalézané v DNA jsou
adenin (A), guanin (G), cytosin (C), tymin (T)

DNA POLYMERAZA - enzym, ktery syntetizuje DNA podle existujiciho templatu
DNA REPLIKACE - enzymové syntéza nové DNA podle DNA ptedlohy
DEGRADACE DNA - rozpad DNA na mens$i fragmenty ptisobenim enzymu nebo
chemickych ¢i fyzikalnich vlivii

DENATURACE DNA - oddéleni jednotlivych fetézct dvousroubovice DNA od sebe
plusobenim enzymti nebo chemickych ¢i fyzikdlnich vlivi

HETEROZYGOT - stav, kdy parové chromozomy diploidniho organismu obsahuji
ruzné alely urcitého genu

HOMOZYGOT - stav, kdy parové chromozomy diploidniho organismu obsahuji stejné
alely ur¢itého genu

CHROMOZOM - jaderna struktura nesouci geny, pomoci které je prenasena dédi¢na
informace z rodi¢ovské generace na potomstvo

LOKUS - zndmé misto na chromozomu odpovidajici konkrétnimu genu
POLYMORFISMUS - pritomnost vétsiho poctu alel daného genu v populaci
PRIMER - fetézec nukleové kyseliny dlouhy nékolik bazi, ktery slouzi jako pocatecni
misto replikace DNA

PURIFIKACE - metoda pouzivana nejcastéji k odstranéni inhibitort

Taq DNA POLYMERAZA - termostabilni polymeraza pouZivana pro PCR
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11.2 Piiloha ¢. 2 — Registr testovanych psu

Z dlivodu anonymity byla skryta jména psii a chovatelské stanice.

Vzorek Plemeno Pohlavi Datum odbéru vzorku  Genotyp
1 AQV Fena 8.1.2009 -/-
2 AOV Pes 9.1.2009 +/-
3 AOV Fena 8.1.2009 +/-
4 AOV Pes 8.1.2009 +/+
5 AOV neznamé 8.1.2009 +/+
6 AOV neznamé 8.1.2009 +/+
7 AOV Pes 11.8.2008 +/-
8 AOV Pes 12.11.2008 +/+
9 AOV Pes 12.11.2008 +/+
10 AOV Pes 12.11.2008 -/-
11 AOV Pes 15.10.2008 +/+
12 AOV Fena 15.10.2008 +/-
13 AOV Fena 11.8.2008 +/+
14 AOV Fena 11.8.2008 +/+
15 AOV Pes 11.8.2008 +/-
16 [SHE Fena 19.11.2008 +/-
17 Fena 19.11.2008 X
18 Pes 19.11.2008 -/-
19 Pes 19.11.2008 +/+
20 Pes 19.11.2008 +/-
21 Pes 19.11.2008 +/-
22 Pes 19.11.2008 +/+
25 Fena 19.11.2008 +/-
26 Fena 19.11.2008 +/-
27 neznamé 19.11.2008 +/+
28 Fena 19.11.2008 +/+
29 Pes 19.11.2008 +/-
30 Fena 19.11.2008 +/-
31 Fena 19.11.2008 X
32 Pes 19.11.2008 +/+
33 Pes 19.11.2008 -/-
34 Pes 19.11.2008 +/+
35 Pes 19.11.2008 +/+
36 neznamé 19.11.2008 +/+
37 neznamé 19.11.2008 +/-
38 Pes 19.11.2008 +/-
39 neznamé 19.11.2008 +/-
40 neznamé 19.11.2008 +/-
41 Fena 19.11.2008 +/-
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42 Fena 19.11.2008 +/+
43 Pes 19.11.2008 +/+
44 Fena 19.11.2008 +/-
45 neznamé 19.11.2008 +/-
46 [SHE | Fena 19.11.2008 +/-
47 Fena 19.11.2008 +/+
48 neznamé 19.11.2008 -/-
49 Pes 19.11.2008 +/-
50 Fena 19.11.2008 -/-
51 Fena 19.11.2008 -/-
52 Fena 19.11.2008 +/-
53 Fena 19.11.2008 -/-
54 Fena 19.11.2008 +/-
55 Fena 19.11.2008 +/-
56 Pes 19.11.2008 +/+
57 Pes 19.11.2008 X

58—_ Fena 19.11.2008 +/+
59 Kolie  Pes 19.11.2008 -/-
60 AOV Fena 11.8.2008 +/+
61 AOV Fena 15.10.2008 -/-
62 AOV Fena 11.8.2008 +/-
63 AOV Fena 11.8.2008 +/-
64 AOV Pes 11.8.2008 +/+
65 AOV Fena 11.8.2008 +/+
66 AOV Fena 11.8.2008 +/+
67 AOV Pes 11.8.2008 +/-
68 AOV Fena 8.1.2009 +/+
69 AOV Pes 12.11.2008 +/-
70 AOV Fena 11.8.2008 +/-
71 AOV Fena 11.8.2008 +/+
73 AOV Fena 11.8.2008 +/+
74 AOV Pes 11.8.2008 +/-
75 neznamé 2.12.2008 +/+
76 Pes 2.12.2008 -/-
77 Fena 11.8.2008 -/-
78 Fena 11.8.2008 X

79 Pes 11.8.2008 -/-
80 Pes 11.8.2008 -/-
81 Pes 2.12.2008 -/-
82 Fena 2.12.2008 -/-
83 neznamé 11.8.2008 +/+
84 Pes 11.8.2008 +/-
85 Pes 11.8.2008 +/-
86 Pes 11.8.2008 +/-
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87 neznamé 2.12.2008 +/-
88 neznamé 2.12.2008 +/+
89 Pes 11.8.2008 +/+
90 [ - 11.8.2008 +/+
91—_Pes 11.8.2008 +/+
92 Fena 11.8.2008 +/+
93 Fena 2.12.2008 +/+
95 AOV Fena 2.12.2008 +/-
96 AOV neznamé 11.8.2008 +/+
97 AOV Pes 11.8.2008 +/+
98 AOV Pes 11.8.2008 +/+
99 AOV Pes 11.8.2008 +/+
100 AOV Fena 11.8.2008 +/-
101 Kolie  Fena 7.11.2015 +/-
102 7.11.2015 +/+
103 7.11.2015 +/-
104 [sHE 7.11.2015 +/-
105 7.11.2015 +/-
106 7.11.2015 +/-
107 7.11.2015 +/-
108 7.11.2015 +/-
109 7.11.2015 +/-
110 7.11.2015 +/-
111 7.11.2015 +/+
112 7.11.2015 +/-
113 7.11.2015 +/-
114 7.11.2015 +/-
115 7.11.2015 +/-
116 7.11.2015 +/-
117 7.11.2015 +/-
118 7.11.2015 +/-
119 7.11.2015 -/-
120 7.11.2015 +/-
121 7.11.2015 +/+
122 7.11.2015 +/-
123 7.11.2015 +/+
124 7.11.2015 +/+
125 7.11.2015 +/+
126 7.11.2015 +/+
127 7.11.2015 +/+
128 7.11.2015 +/-
129 7.11.2015 +/+
130 7.11.2015 +/-
AOV6 AOV Pes 16.2.2012 +/+
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AOV7 AQV Pes 16.2.2012 +/+
AOV8 AOV Fena 16.2.2012 X

AOV9 AOV Fena 16.2.2012 X

AOV10 AOV Fena 16.2.2012 +/-
AOV11 AOV Pes 16.2.2012 +/+
AOV12 AQV Pes 16.2.2012 +/+
Sl—_ neznamé 25.1.2010 +/+
S2 Pes 25.1.2010 +/+
S3 Pes 25.1.2010 +/+
S4 neznamé 17.3.2010 +/-
S5 neznamé 17.3.2010 +/+
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11.3 Piiloha ¢. 3 — VVzor dotazniku a vystupni zpravy pro majitele psa

DOTAZNIK PRO MAJITELE PSU

JMENO A PRIJMENI MAJITELE E-MAIL/ TELEFON

-/; DRESA ......................................................................................................................................
JMENO P SA ..................................... PLE MENO ........................................ POHLAVI ...........
DATUM NAROZENI  GiSLOGIPU/ TETOVANI- PLEMENNAKNIHAA GISLOZAPISU

Slyseli jste o MDR1 (gen odpovédny za citlivost k nékterym lékiim)? Pokud ano, jak jste
se o MDR1 dozvédéli?

Podavate néktera z téchto léciv -Acepromazin , Butorphanol, Emodepsid (Profender®) ,
Erythromycin, lvermectin, Loperamid (ImodiumTM), Selamectin, Milbemycin, Vincristin,
Vinblastin, Doxorubicin - svému psu?

Projevila se nékdy u Vaseho psa precitlivélost k nékterym lékiim (porucha pohybu a
koordinace, chvéni, zvraceni, dezorientace atd.) ?

‘nehodici se skrtnéte

DEKUJI ZA VAS CAS A OCHOTU!

Souhlasim s poskytnutim anonymnich informaci, které budou dale zpracovany v diplomové praci studentky Mariety

Staroveské na Mendeloveé univerzité v Brné.

V cissaeswmavassssrnssvessiaimsessies ANE s POdPiS:wssisesussavausss
Mgndelpva -
S"E;‘:r‘:é”"a @ Agronomicka
fakulta
D
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mfiﬂg,‘;'?t‘;a @ @ Agronomicka
v Brné .0 fakulta

Zprava o vysledku zkousky Detekce mutace genu MDR1 zpUsobuijici u pst
Iékovou senzitivitu metodou fragmentacni
analyzy

Vysetfovany

Jméno:

Plemeno:

Cislo ¢ipu/tetovéni:

Plemenna kniha a ¢islo zapisu:
Datum narozeni:

Pohlavi:

Datum pfijeti vzorku:
Vysetfovany material:

Vysledek: Mutace nebyla detekovana: +/+
Pfenasec pro mutaci: +/-; Homozygotni nositel mutace: -/-

Komentar k vysledku

Stanovili jsme vyskyt mutace nt230(del4) v genu MDR1 (multidrug resistant gene). Jedna se o
deleci Ctyr para bazi ve 4. exonu genu. Diky této deleci dochazi k posunu ¢teciho rdmce a k predc¢asnému
vytvoreni stop kodonu a ukonceni syntézy transportni bilkoviny P-glykoproteinu. P-glykoprotein je
jeho nefunkcnost a nasledné i ztratu ochranné funkce. Hematoencefalicka bariéra CNS se stava
propustnou pro léciva, coZ vede k otravé organismu. Otrava byla plvodné zjisténa po aplikaci
ivermectinu, hrozi vsak i po podani jinych IéCiv, kterd jsou substratem P-glykoproteinu (napf.
doxorubicin, loperamid, moxidectin, vinblastin, vincristin). Precitlivélost se vyskytuje nejcastéji u kolii,
Seltii, australskych ovcaku, bobtaill aj.

Delece uvnitf genu MDR1 je dédéna autosomalné recesivné. Lékova precitlivélost se projevi jen
u homozygotnich jedinc, tj. nositeld mutace uvnitf obou alel genu MDR1 (jedinci s vysledkem +/+).
Heterozygotni jedinci (-/+) nejsou ohroZeni intoleranci ivermectinu ani podobnych léCiv, ale mohou
prenést genetickou vlohu (alelu) na dalsi generaci a je doporuéeno u nich aplikovat tato léc¢iva s
opatrnosti. Jedinci s genotypem -/- jsou bez genetické zatéze v tomto lokusu genu MDR1.

Datum vystaveni zpravy:
Vyhotovil:

Vedouci laboratore:

Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvitat
Agronomicka fakulta, MENDELU
613 00 Brno




