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Abstrakt

V ramci diplomové prace byla provedena analyza 60 biologickych vzork pst,
u nichz se projevila epilepsie. Byl zjiStovan vztah mezi genotypem ve vybraném
lokusu a vyskytem epilepsie. Na zakladé¢ zjisténych vysledki analyz bylo provedeno
zhodnoceni, zda existuje prokazatelny vztah mezi vyskytem epilepsie a genotypem
v daném lokusu. Dle dosazenych vysledkt nebyl prokazan vliv tohoto genotypu na

vek prvniho epileptického zachvatu.

Kli¢ova slova: epilepsie, genetika, gen, psi, PCR/RFLP, zachvat



Abstract

In my thesis | concentrated on an analysis of biological samples of 60 dogs,
which manifested epilepsy. The aim was to find out the relation between genotype of
the selected locus and the occurrence of epilepsy. Based on the results of the
analysis, | assessed, whether there is a demonstrable relation between the occurrence
of epilepsy and genotype in a particular locus. According to the results, no influence

of genotype on the age of first epileptic seizure was proved.

Keywords: epilepsy, genetics, gene, dogs, PCR/RFLP, seizure
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1. Uvod

Analyzu vybrané dédi¢né choroby u psti jsem si jako téma diplomové prace
zvolila z divodu aktualnosti problému. Konkrétné jsem se zaméfila na idiopatickou
epilepsii. Celosvétové se podet psi odhaduje az na pul miliardy, v Ceské republice se
toto ¢islo pohybuje okolo dvou milidont. Pocet chovanych psti se ma po celém svéte
tendenci zvySovat, ale mnohdy jejich majitelé nejsou informovéani o zakladnich
principech dédi¢nosti, o dédi¢nych chorobach, ke kterému by jimi vybrané plemeno
mohlo mit predispozici a ani celkové o zakladnich podminkach chovu psa. Kazdy
chovatel ma pro vybér psa jina kritéria. Pokud se budou stile nabizet psi, jejichz
rodokmen ani anamnéza nejsou znamy, lidé, ktefi se dostate¢né¢ neorientuji v dané
problematice, na prvni pohled nic nepoznaji. Zalezi tedy pfedevsim na chovatelich
chovnych psii, aby budouciho majitele dostatecné informovali a nebo nejlépe psy,
trpici idiopatickou epilepsii, viibec do chovu nezatazovali. Bohuzel stale existuje
znacné mnozstvi lidi, ktefi si pfipousteji pouze zisk z co nejvetsiho poctu prodanych

penéz, ale ne uz zdravotni dopady pro samotného psa potazmo celé plemeno.

Donedavna nebyla dédicnym chorobam psii vénovana témét zadna pozornost.
V soucasné situaci se dédi¢né choroby pst dostavaji do poptedi zajmu genetiki,
Slechtitelll a chovatelt. U celé fady chorob vSak doposud neni zndmo genetické
pozadi ¢i je pouze odhadovan princip dédi¢nosti. Je tedy nezbytné provadét analyzy
vyskytu jednotlivych chorob u populaci psi pro lepsi pochopeni genetickych vztahi

a pro zlepSeni genetického zdravi jednotlivych plemen psti.

I ptesto, Ze idiopatickd epilepsie je velmi vdzné onemocnéni, postihujici
V posledni dobg stale vétsi pocet plemen a psi, jeji genetické pozadi neni odhaleno.
V soucasné dob¢ vznika fada vyzkumu na objasnéni dédi¢nosti epilepsie. Tyto ale

zatim nepfinesly Zzadné konkrétni vysledky, pouze hypotézy.



2. Cil prace

Cilem diplomové prace je provést analyzu mozného genetického zalozeni
vybrané dédi¢né choroby u psi. Bude vypracovan literarni piehled o pfiznacich,
diagnostice, 1é¢bé a predpokladaném genetickém zaloZeni vybrané dédi¢né choroby.
Budou stru¢né vysvétleny principy molekuldrné-genetickych metod, pouzitych
v praktické casti diplomové prace. Dale bude izolovana DNA ze vzorka krve ¢i
jinych télesnych tekutin u vybrané populace psti. Pomoci molekularné-genetickych
metod budou stanoveny genotypy ve sledovaném lokusu s potenciondlnim vztahem
K vyskytu dédiéné choroby. Nasledné¢ budou vysledky analyz vyhodnoceny
statisticky. V zavéru prace budou shrnuty vysledky a doporucena prakticka
chovatelska opatieni u jedinct s prokazanymi genetickymi piedpoklady pro vyskyt ¢i

ptrenos studované dédicné choroby.
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3. Literarni prehled
3.1 Dédi¢na onemocnéni

, Dédicnda onemocneni jsou takova nemocnéni, u kterych je prenos zajisten

Vv ramci rodiny z rodicit na potomky [1].

V jadie ulozenou genetickou informaci, zdédénou od rodict, obsahuje kazda
bunika v téle, az na urcité vyjimky. Dédi¢na onemocnéni, kterd se dale mohou
prenaset na dal$i generaci pomoci gamet, vznikaji zménou DNA (mutaci) v bunikach
zarodecné linie.

Vrozené neboli kongenitalni onemocnéni, se kterym se jedinec narodi a trvale
ho poskozuje ¢i zpusobi jedinci smrt, mize vzniknout jesté V prenatadlnim stadiu
naruSenim DNA bunck zérodecné linie. VSechny dédi¢né choroby nejsou vrozené,
naptiklad epilepsie u psu, ale nejen ta. Dédi¢na onemocnéni se mohou projevovat, az
kdyz se jedinec narodi. Mutace se dale prendsi pohlavnimi i nepohlavnimi

chromozomy podle pravidel dédi¢nosti [2].

3.1.1 Dédi¢nost

Celkem jsou znamy dva typy chromozomu. Prvni z nich jsou gonozomy,
tzv. pohlavni chromozomy, pro které plati, ze dédi¢nost gend, na nich uloZzenych,

neni pro ob¢ pohlavi stejna. Tento typ dédi¢nosti se nazyva gonozomalni.

Druhym typem chromozomi jsou autozomy, tzv. nepohlavni (t€lni)
chromozomy. Pro ty plati, ze dédi¢nost genti z téchto nepohlavnich chromozomu je
pro obé pohlavi stejnd. Tento typ dédiCnosti oznacujeme jako autozomalni

dédicnost [3].

U diploidnich organismi se v buiice vyskytuji vzdy 2 alely pfislusného genu.
V ptipad¢ stejné¢ho typu alel je jedinec oznaCovan jako homozygot. Pokud jsou tyto

alely rtizné, takovy jedinec se nazyva heterozygot [6].

Geny existuji ve vice formach. Tyto formy oznacujeme jako alely. Alely pak
mezi sebou mohou byt v riznych mezialelickych vztazich. Dominantni alely se
bézné oznacuji velkym pismenem (A) a recesivni malym (a). NejcastejSim typem
mezialelickych vztahli je Gplnd dominance ¢&i recesivita. Pfi Uplné dominanci
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dominantni alela zcela potlaci vliv recesivni. Stejné pravidlo pak plati u recesivity,
kdy recesivni alela zcela potlaci vliv dominantni alely. Dominantni alela se vzdy
projevi i V heterozygotni kombinaci [8]. Dominantni dédi¢nost nastane v piipadé, ze
Kk projevu daného znaku je zapotiebi pouze jedna alela, nesouci vlohu pro danou
dédicnou chorobu. Ob¢ alely jsou nutné v piipadé recesivni dédi¢nosti [4]. Mezi
dal$i typy dédicnosti se fadi nelplnd dominance a kodominance. U neuplné
dominance je fenotyp kombinaci ucinku dominantni a recesivni alely.

U kodominance se ob¢ alely projevuji soucasné, ale vzajemn¢ se neovliviiuji [68].

3.1.1.1 Typy dédicnosti, vyskytujici se u dédic¢nych chorob

Dédi¢nosti je hned nékolik typd. V prvni tadé se jednd o dédicnost
autozomalni, se kterou se setkdvame nejen u dédiénych chorob. Hovotime
0 dédicnosti, kdy jsou geny uloZeny na nepohlavnich chromozomech, tedy
autozomech. Autozomalni dédicnost se dale déli na autozomaln€¢ dominantni

a autozomalneé recesivni.

V piipad€ autozomalné dominantni dédi¢nosti rozhoduje o vzniku choroby vliv

dominantni alely. Pravdépodobnost, Ze tato choroba postihne dalsi generace, je 50%.

Dominantni dédicnost rozdélujeme na tUplnou a neuplnou. Pfi uplné
dominantni dédi¢nosti staci k rozvoji plného fenotypu jedna mutovana alela.
Fenotypovy rozdil mezi heterozygotem s 1 mutovanou alelou a mezi dominantnim
homozygotem se 2 mutovanymi alelami se neprojevuje. Fenotypovy projev
homozygota a heterozygota lze rozliSit u neuplné¢ dominantni dédic¢nosti, kterd se
vyskytuje cCastéji. Klinicky stav dominantniho homozygota je mnohem
zavazn&jsi [3].

Jako dalsi typ autozomdlni dédi¢nosti fadime dédicnost autozomalné recesivni.
Jedna alela danou chorobu nezptsobi. Choroba se fenotypové projevi, pokud jsou
mutovany obé alely. Jedinci s obéma mutovanymi alelami se nazyvaji recesivni
homozygoti. Tito zdédili mutovanou alelu jak od matky, tak od otce, a i svym
potomkiim mohou pfedat pouze mutovanou alelu. Tito potomci se tak mohou stat

ptrenasec¢i nemoci [10].
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., Diilezitym faktem je, Ze autozomdalné recesivni i dominantni typ dédicnosti
(podminéné geny ulozenymi na nepohlavnich chromosomech) maji stejné zdkonitosti

pro obé pohlavi [3].

V pfipad¢ genil, které jsou ulozeny na pohlavnich chromozomech, hovoiime
o gonozomaln¢ dominantnim a recesivnim typu dédicnosti, kdy pievdzna cést
klinicky vyznamnych gent je ulozena na chromozomu X. Jde tedy o X-vazanou
dédicnost, zatimco Y-vazana dédicnost, ulozena na pohlavnim chromozomu Y, se

v klinické praxi uplatiiuje pouze vzacné [3].

Za piedpokladu, ze kone¢ny fenotyp neni ovliviiovan pouze jednim genem,
tento typ dédi¢nosti oznaCujeme jako polygenni dédicnost. To znamend, Ze
na projevu znaku se podili vice genu, které jsou ve vzajemné interakci. Tyto
interakce vSak nejsou ovliviiovany zevnim prostfedim nebo jsou jim ovlivnény pouze
minimaln¢.

Jako posledni typ dédicnosti se oznacuje multifaktoridlni dédi¢nost, kdy se
na vzniku choroby nepodili pouze geny, ale zaroveil také vice faktorti, jakymi jsou

napiiklad vliv prostiedi [3].

3.1.2 Rozdéleni genti

Geny miZeme dé&lit podle jejich Gi¢innosti pfi realizaci znaku nebo podle jejich
funkce.

Podle t¢innosti pfi realizaci znaku rozeznavame geny:

e monogenni: ,, Geny velkého ucinku, na tvorbé znaku se podili malo geni
(Casto jen jeden), vétsinou jde o znak kvalitativni. Jsou rozhodujici pro monogenni

typ dédicnosti [5].

e polygenni: , Geny malého ucinku, na tvorbé znaku se podili vice genii,
nezanedbatelny je i vliv vnéjsSiho prostredi, vétsinou ovliviiuje kvantitativni znaky.

Jsou rozhodujici pro polygenni typ dédicnosti [5].
Podle funkce rozeznavame geny:

o strukturni: koduji strukturu bilkoviny,
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e regulacni: podle nich vytvotené bilkoviny reguluji expresi strukturnich genii,

ovlivnuji diferenciaci bungk,

¢ RNA geny: dle nich se syntetizuje tRNA a rRNA [9].

3.2 Epilepsie psa

Oznaceni epilepsie se pouziva pouze v ptipad€, ze se jedna o idiopatickou
epilepsii [33]. ,.Idiopaticka epilepsie je diagnostikovina vyloucenim vsech ndm
zndmych pricin zachvatii primdrné vychazejicich z mozku [7]. “ Zachvaty mohou byt
zpuisobeny také traumatem, toxinem, mozkovym nadorem, infekci a celou fadou
dalsich wvnéjsich vlivi. Proto ne vSechny zachvatovité stavy lze oznalit jako

epileptické. Ty totiz nemaji zadnou zjistitelnou piic¢inu [33].

Epilepsie je obecnym terminem pro neurologickou poruchu, provazenou
zachvaty [33]. Uvadi se, ze ze vSech jakkoli nemocnych psa je u 0,55 % - 2,3 %
pfi¢inou nemoci pravé epilepsie [61]. Je to nejcastéji se vyskytujici, chronické,

onemocnéni neurologického pivodu [34].

Opakujici se zachvaty, zpisobené idiopatickou epilepsii, spojuji nejrizné;si
plemena na celém svété a maji Castecné podobnou charakteristiku jako lidské.
Tonicko-klonické zachvaty se prevazné objevuji do 5. roku véku a jsou spojeny
s doZivotni 1écbou pomoci antiepileptik.

Vyzkumy, provedené v posledni dob¢, se zaméfuji predev§im na genetické
zaloZeni epilepsie, ale ¢im dal vice se klade dlraz také na charakterizaci klinického
pribéhu a resistenci vuci 1éktim. Tato se mize vyskytovat az u 30 % pst postizenych

epilepsii [35].

3.2.1 Popis pribéhu choroby

Zachvaty jsou spojeny s paroxysmalnim, synchronnim vybojem neuront
V jedné nebo vice oblasti mozku. Zadné prokazatelna mozkova abnormalita se pfitom

s IE (idiopaticka epilepsie) neslucuje [22].
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Abnormalni elektrickou aktivitu urcitych neuronti mize podnécovat nékolik

moznosti.

1. , Abnormalné aktivni bunky mozku jsou primo zasazenmy néjakym

onemocnénim (nddor mozku, infekce) [41].

2. ,,Buitky mozku jsou ovlivnény nedostatecnou funkci jinych organii
(hromadeni odpadnich latek v krvi, které jsou roznaseny az do mozku, kde
mohou vyvolat zachvatovité, krecove stavy. Jedy prijaté do téla zvenci

Mohou piisobit zcela shodné [41].

3. ,Abnormalne aktivni buitky jsou "zdravé", nejsou ani ovlivnény
nedostatecnou funkci jinych organii, nemizeme tedy najit Zadnou pricinu

a jedna se pouze o funkcéni momentalni nedostatek [41].
Mezi hlavni ptiznaky epilepsie fadime zachvaty, vyvolané velkym poctem
vngjsich podnéti.
Dle intenzity se zachvaty rozlisuji na:

a) maly zachvat (petit mal)

Kiece se vyskytuji v urcitych skupindch svall, na hlavé a krku ptedevsim.
Diky tzv. zvykacim pohybtum celisti dochézi k nadprodukci slin. Zvife se normalné
pohybuje a je pii védomi. Délka zachvatu je maximalné par minut a je bez trvalych

nasledka [42].
b) velky zachvat (grand mal)

Zachvat grand mal je nejcastéji se vyskytujici formou epileptickych zachvatu.
Jeho zacatek probihd stejné jako u zachvatu petit mal, kdy pes slini a Zvyka. Ptiznaky
se ale stupnuji a ptidavaji se 1 zmény v projevu chovani jako jsou neklid, chozeni do
kruhu a nervozita. Zvife upad4 na zem, kde provadi hrabivé pohyby, podobné béhu.
V dalsi fazi dochézi k postupnému uvoliiovani kieci, pficemz toto uvoliovani se tyka
i oblasti svali u konecniku. Dochézi tedy k samovolnému pokaleni a pomoceni.
Jakmile odezni kieCe, projevuji se u psa tendence provadét manézové pohyby. Pes je
dezorientovany, nekoordinovany a v nékterych piipadech mize dochazet
Kk neurologickym abnormalitim, jako jsou hluchota ¢i slepota. Délka zachvatu je

ptiblizné 95 sekund [42].
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C) status epilepticus

,,Status epilepticus vznika spojenim nékolika za sebou ndasledujicich velkych
zdchvatii nebo jde primo o velmi prodlouzeny velky zachvat. Neustalé krece snizuji
energetické zasoby postizeného jedince natolik, Ze hyne na vycerpani nebo z duvodu

dlouhotrvajici krece dychaciho svalstva se zadusi [42].
d) komplexni parcialni zachvat

Tento typ je spojen s bizarnim chovanim, opakujicim se pii kazdém zachvatu.
Pes miiZze mit neobvyklé sluchové, chutové a Gichové vjemy. Casto se objevuje
neobvykla Zravost a ziznivost. Vyskytuje se 1 u idiopatické epilepsie, prevazné vSak

u sekundarni [27].
e) klastrovy zachvat

U tohoto typu probiha v kratkém casovém useku nékolik zachvatd po sobé,
mezi nimi jsou pouze kratké useky, kdy je pes pii védomi. Tento typ muize byt

zaménovan s typem status epilepticus [27].

A 1. védomé prozity
A . -/ y zalatek zachvatu (aura)
2.-7. vlastni zachvat
AR 2 (iktus)
2. zvySené  napéti
LA < 3 3. svaloviny pfednich kondetin
P an g 3. '"veslovani" vsemi
3 4 » konc¢etinami (automatizmy)

4.+6. "veslovani"

4 ptednich koncetin
> o T . r e

‘A ‘ R 5. excesivni  napéti
o svaloviny ptednich koncetin

A

7. tonicko-klonické
krece
- 7 8. faze po zéachvatu
AT BN (postiktalni)

7 ) B

Obrazek ¢. 1 Sekvence velkého zachvatu u labradora [71].
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3.2.2 Lécbha

Pokud ma pes potvrzenou diagnézu idiopatické epilepsie, jeho 1écba je
dozivotni a neznamena, ze se zachvaty podafi odstranit uplné. Ve vétSin¢ ptipada

jsou pouze minimalizované a 1épe kontrolovatelné [11].

Ve veterinarni mediciné neexistuji tak Gc¢inna antiepileptika jako v mediciné
humanni. Pfevdzna vétSina huménnich preparatt je u psii a ko¢ek neucinnd a navic
s sebou jejich dlouhodobéjsi podani pfindsi vyrazné negativni vedlejsi UcCinky.
Na 1é¢bu epilepsie ma velky vliv stalost hladiny medikamentu v krvi, které lze
dosdhnout pouze pravidelnym uzivanim Iéku. Soucasné je dulezité preferovat
monoterapii, tzn. pouziti jen jednoho medikamentu namisto vice druht. Jakékoli
vykyvy (vynechani denni davky), zmény medikamentu a jeho davky nejsou zaddouci
a mohou vést k tézkym a téZce kontrolovatelnym zachvatlim. Pfi frekvenci zachvatl
mén¢ nez 1 po dobu jednoho roku Ize uvazovat o vysazeni medikamentt, i toto vSak
musi probihat pozvolna, v fadech tydnll az mésict. Za tispéSnou 1écbu lze povazovat
takovou, kterd Cetnost zachvatovych dnii v roce snizi pod 5 dni. U 20 % pst se
podaii diky lécbé zachvaty eliminovat dozivotné. Naopak u 5 — 8 % psu lécenych
antiepileptiky se nedafi zachvaty snizovat a kontrolovat vibec. Dals§i obecné
pravidlo, které pti 1é€b¢ epilepsie plati, souvisi S velikosti samotnych psi, kdy plati,

vvvvvv

u plemen velkého vzristu [20].

Na 1é¢bu epilepsie ma vliv mnoho faktorti, pfedevS§im by pro chovatele méla
byt dilezitd snaha o odstranéni veskerych stresovych faktort, které maji negativni
vliv na probihajici 1écbu. DalSim podstatnym bodem je vyloucit poruchy zaZivaciho
aparatu, aby se medikament mohl spravné vstfebavat. V ptipad¢, Ze se tento problém
vyskytne, medikamenty se mohou podavat i jinou formou, naptiklad &ipky ¢i
injekéné [11].

Status psa, 1é¢en¢ho s epilepsii, by mél chovatel nechat zapsat do ockovaciho
prikazu a vzdy na to i upozornit veterindie. Pfi nevédomosti této diagnézy mohou
nastat problémy pfi chirurgickych ¢i diagnostickych zékrocich, vyzadujicich

zklidnéni nebo celkovou narkdzu.

Je moZzné dle ptfiznakli na psu zpozorovat, Ze zdchvat pfichdzi. V takovéto

chvili je potieba jej co nejvice zklidnit, mnohdy se dafi timto zplisobem zéachvat
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zazehnat. Pokud se pfece jen projevi, je dilezité psa hlidat, aby se neporanil.
Zachvaty vétSinou probihaji velice rychle po sobé, proto podani medikamentt,
vzhledem k délce vstiebani a nastupu ucinku, nemusi stacit, mize vSak mit smysl
alespon v prevenci budoucich zachvati. Tento typ, kdy se zachvaty rychle za sebou
opakuji (typ klastrovy, status epilepticus), je potieba velmi rychle zastavit
a neju¢inngjSim zpusobem je aplikace medikamentu ptimo do zily. Toto zajisti
veterinarni 1€kaf, ktery by mél byt v pfipad¢é zachvath téchto typti zavolan. Jistou
alternativou mohou byt rektalni tuby, které uc¢innou latku dopravi do konecniku,

odkud se pomérné rychle vstieba a efekt 1éku je patrny béhem nékolika minut [20].

Je tfeba také zvazit zadvaznost a Cetnost zachvatli v porovnani s vedlejSimi
uc¢inky 1éka [23]. Proto je hlavnim cilem 1é¢by vyvazit pomér zachvatl a vedlejSich
uc¢inku 1é¢by [22].

Mezi nejcastéjsi medikamenty, které pomahaji utlumovat zachvaty, se tadi
fenobarbital a bromid draselny. Fenobarbital patfi do skupiny barbiturdti a je
nejpouzivanéj§im antikonvulzivem (lé¢ivo pro prevenci a 1écbu epileptickych
zachvatil), ma hypnotické a sedativni ucinky [26]. Pomaha snizit ¢etnost zachvatd
a obecné je dobie snasen [24]. Dal§im antikonvulzivem je bromid draselny, coz je
iontova sul, kterda ma sedativni G€inky, i v dnesnich dobach je stale pouzivan jako

antiepileptikum pro psy a kocky [25].

3.2.3 Alternativni lé¢ba

Stejné jako v humanni medicing, se 1 v té veterinarni zacinaji vyskytovat jiné
zpusoby lé¢by neZ pomoci medikamentl. Jednou z téchto metod je 1 akupunktura.
Tradi¢ni akupunkturni terapie psu s epilepsii zahrnuje umisténi jehly nebo jehel az
do 10 oblasti téla. Jehly mohou byt ponechdny na misté¢ od 20 minut az mésic.
Akupunktura neni obvykle hlavni 1écbou, ale je pouZivana ve spojeni
s medikament6zni 1écbou. Pozitivni vysledky této metody na vliv vyskytu zachvata

nejsou zatim prokazané.

Jako dalsi alternativni moznost 1é¢by je uvadéna doplikova lécba pomoci
Inéného oleje. V Némecku, Dansku, Kanadé¢ a USA je tato metoda, kterd byla

stanovena a popsana Dr. Jolanou Budwig, znama a hojn¢ vyuzivand. Metoda spociva
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v obsahu omega-3 tukd v krvi. Tento obsah by mél byt u zdravych pacienti vyssi,
nez u nemocnych. Nemocnym je potfeba omega-3 dodat a za jeho nejlepsi zdroj byl

stanoven prave Inény ole;j.

Metoda Dr. Budwig je pomocnikem zejména v 1€cb¢ a prevenci rakovinnych
onemocnéni, a to jak u lidi, tak u zvirat. Podle odbornikii mé tato metoda zésadni
pfinos pro psy postizené zachvaty. Jeji skutecnd uUcCinnost vSak neni védecky

dokazana.

Lnéné dieta spociva v podavani malé davky oleje, a to kazdy den. Lnény ole;j

by mél poméhat predevsim v téchto oblastech

e regulace hladkych svali a autonomnich reflexi

e rozSifovani nebo zuzovani krevnich cest

e doprava kysliku do télnich tkani

¢ udrzovani mobility nasycenych tukt

e primarni zdroj energie pro svaly

e kontrola tlaku v cévnich cestach, kloubech a oc¢ich

e zprostiedkovani produkce hormont a steroidd a jejich nasledné fizeni
k cilovym bunkam

e poruchy emoci a pozornosti [28].

3.2.4 Diagnostika epilepsie

Diagnostika epilepsie je pomérné slozitd, jelikoz neexistuje presné vySetieni,
které by tuto nemoc stanovilo. Neni tedy moZné stanovovat diagnézu idiopatické
epilepsie pouze na zakladé¢ prubéhu nemoci, ale je nutno provést dalsi dopliikova
vySetieni jako jsou vySetfeni krve, moci, EEG - elektroencefalograf, vysetieni
mozkomi$niho moku. Dale by mély byt provedeny testy k vyhodnoceni spravné
funk¢nosti jater, ledvin, slinivky bfisni, odpovidajici hladiny cukru a elektrolytd [21].
Je také nutné vyloucit pfitomnost parazita vtéle [27]. Aby se mohlo zacit
s medikament6zni terapii, je nutno vylouc¢it moznost sekundéarni epilepsie. Obecné

1ze tici, ze diagnostika epilepsie probiha metodou vylucovaci [20].

Pokud se u psa vyskytne vice nez jeden zachvat, m¢l by byt sestaven jeho

profil, ktery bude obsahovat data (plemeno, vék, pohlavi) o postizeném psu, jeho
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historii, psychickou stranku, zda se neobjevily zmény chovani, prodélana i soucasna
onemocnéni. Pokud jsou k dispozici, tak i data o psech v piibuzenském stavu.

Dilezitou véci je také ockovaci prikaz.

Kvuli podobnosti zachvati pii jinych onemocnénich (narkolepsie, srdecni
a plicni nemoci) je pifi diagnostice dilezité, aby chovatel psa popsal co nejptesnéji

pribéh zachvatu [20].

3.2.5 Faktory souvisejici s vyskytem epilepsie

Presné genetické pozadi epilepsie jesté nebylo odhaleno, ale odhaduje se, ze je
epilepsie je onemocnéni multifaktoridlni, coz znamend, ze se na vyskytu nemoci

nepodili pouze geny, ale také napiiklad vliv prostfedi ¢i vyzivy.
3.25.1 VyZiva

K ziskdni energie, potfebné k zachovani Zivota a k zajiSténi reprodukce, je
potieba, aby psim bylo podavano vhodné krmivo, které je zdrojem vyvazené krmné
davky [29].

Ziviny jsou slozky potravy, které poskytuji organizmu potfebnou energii pro
pohyb, vytvareni tepla, rist, obnovu a reprodukci. Mezi hlavni druhy Zivin se fadi
cukry, tuky, bilkoviny, mineralni a stopové prvky a vitaminy. Nedilnou soucasti

potravy je také voda.

Cukry Ize rozdé€lit na monosacharidy, disacharidy a polysacharidy.
Monosacharidy, do nichz se fadi napt. glukdza, jsou okamzitym zdrojem energie.
Disacharidy se skladaji ze dvou monosacharidd. Polysacharidy jsou slozité cukry
a nejznamgj$imi zastupci jsou vlaknina a Skrob.

Tuky pfedstavujyi hlavni zdroj energie. Obsah energie je v porovnani
s uhlohydraty ¢i bilkovinami az dvojnasobny [29]. Jsou také zdrojem esencidlnich
mastnych kyselin, které podmifiuji rozpustnost a vyuZzitelnost vitaminli rozpustnych

Vv tucich A,D,E,K a jsou dulezité pro spravnou ¢innost ledvin, stav kiize a srsti a pro

reprodukci [30].
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Bilkoviny jsou zdkladni stavebni jednotkou organizmu, poskytuji
aminokyseliny, které jsou dilezité pro rust a obnovu télnich tkani [29]. Slozky

aminokyselin se mohou metabolizovat za uc¢elem poskytnuti energie [30].

Mineralni latky se rozd€luji na makroelementy a mikroclementy. Mezi
makroelementy se fadi vapnik, fosfor, draslik, sodik, chlor a hoi¢ik. Do skupiny

mikroelementt patii Zelezo, méd’, mangan, zinek, jod a selen.

e vapnik (Ca) a fosfor (P) se podileji na stavbé kosti, zubl a svalii. Vapnik je
dilezity pii procesu srazeni krve a pfi Sifeni nervovych impulsi. Fosfor je
soucasti enzymovych systému, metabolickych procesi v organizmu a je
slozkou organickych fosfatovych sloucenin, které ptremeénuji a ukladaji
energii v organizmu [30].

e draslik (K) se nachédzi ve vysokych koncentracich hlavné uvnitt bunék. Je
dulezity pro pfenos nervovych vzrucht, svalovém metabolizmu
a metabolizmu vody [29].

e sodik (Na) a chlér (CI) jsou zastoupeny v elektrolytech mimobunécénych
télnich tekutin. Tyto prvky jsou diilezité pro normalni fyziologické funkce,
vyskytuji se v kuchyniské soli [29].

e hoicik (Mg) se vyskytuje v mékkych tkanich i1 kostech. Pfispiva k normalni
funkci srdce, svaloviny, nervii a zvySuje obranyschopnost organismu.
V organizmu musi byt nastolena rovnovdha mezi vapnikem a hotc¢ikem.
Zelezo (Fe) hraje zasadni roli v ptenosu kysliku a je soudasti hemoglobinu.
Krmivo, které obsahuje velké mnozZstvi soji, znesnadiiuje vstiebavani
zeleza, zinku a manganu. Zelezo, obsazené v masu, se vstiebava 1épe nez
zelezo, obsazené v rostlinach.

e Mecd (Cu) je jednou ze slozek pigmentu melaninu a vyskytuje se v fadé
enzymil.

e Mangan (Mn) je, co se tyce jeho potieby ve vyZzive psi, stale malo znamy.

e Zinek (Zn) zvySuje obranyschopnost organismu proti infekcim a podporuje
vstiebavani zeleza. Jeho nedostat u Stéilat se miize projevit oslabenim rastu.

e Jod (I), respektive jeho nadbytek ¢i nedostatek zplsobuje kretenismus,
strumu, myxedém.

e Selen (Se) méa detoxikacni a protirakovinné ucinky, taktéz chrani pred

otravou tézkymi kovy [30].
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Mezi nizkomolekularni latky, které zabezpecuji normalni fyziologicky vyvin
a zivotni pochody organizmu, se fadi vitaminy. Jsou rozdéleny na dvé skupiny,

rozpustné v tucich (A,D,E,K) a rozpustné ve vod¢ (B,H,C,P) [29].

Nutriéni hodnoty stravy jsou malokdy vnimany v souvislosti s projevem
nemoci. Nicméné¢ do povédomi zacina ptichdzet myslenka, Ze nejen u lidi, ale také
u pstt mohou nutriéni nedostatky zpisobit symptomy nejriznéjSich chorob. Plati tak
1 u epilepsie u pst, kdy korekce nutricnich hodnot muize piispét ke snizeni nebo

dokonce k eliminovani zachvata [67].

Pro zachovani zdravi psa je vhodné dodrzovat zdkladni pravidla. Nekvalitni
krmiva plnd chemickych pfidanych konzervacnich latek, umélych barviv,
nekvalitnich zdroji bilkovin a umélych pfichuti by méla byt nahrazend vhodnou
stravou obohacenou o mineraly, vitaminy a vyzivové dopliiky. Vhodné je také
krmeni syrovou stravou. Je tfeba se presvédcit, ze krmna davka obsahuje dostatek
vitamind, mineralti a aminokyselin, jejichZ nedostatek vede k vyvolani nebo zhorseni
pribéhu zachvatu. Pro zachovéni spravné funkce nervového systému je dulezity
ptijem kvalitnich zivocisnych bilkovin. Nedostatek aminokyseliny taurin je obecné
uznavan jako mozna pric¢ina zachvatd u lidi, kockovitych Selem a pst. Taurin ma
uklidiujici ucinek na nervovy systém, ovliviiuje hladinu cukru v Kkrvi, reguluje
metabolismus sodiku, vapniku a hoi¢iku, jejiZ nedostatky také souviseji s vyskytem

zachvatt.

Dutlezitou soucasti krmné davky jsou také vitaminy. Veterinarni Iékat Roger
DeHann uvadi, Ze n€které formy epilepsie reaguji na doplnéni vitaminu B6, hotciku
a manganu [67]. ,,Jiz dlouhou dobu je znamo, Ze nedostatek vitaminu B6 nebo
jakykoli zdasah do jeho funkce miize vyvolat zachvaty u jakéhokoli druhu savcii,
véetné cloveka a psa [65].“ Nedostatek vitaminu B je jednou z moznych pficin
zachvati nejen u psi, ale také u Cloveéka. V komer¢nich krmivech je vitamin
B zni¢en pfi jejich tepelné tipravé. Proto je ho v této stravé nedostatek. Resenim je
krmeni syrovou stravou. Ptredpoklada se, Ze nedostatek vitaminu E mtze také zhorsit
prib&h zéachvatu. Nekteré soucasné lidské studie dosSly k zavéru, Ze pifidanim
vitaminu E do stravy epileptika, ktery je uzivatelem antiepileptickych 1ékti, mtze

snizit frekvenci zachvatu.
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Hot¢ik vede zebficek nedostatku minerdlnich latek, které jsou spojeny
se zachvaty. Uzce souvisi s metabolismem vitamint C,D, B6, vapniku, fosforu
a bilkovin. Pomaha pii vstfebavani vitaminu C a vapniku. To je dilezité pro funkci

nervi a pro transport sodiku a drasliku [67].

3.2.5.2 Prostiredi

., Psi jsou v dnesni dobé vyuzivani pro celou radu pracovnich a sportovnich
aktivit. Welfare psu vyuzZivanych pro ruzné ucely se vyrazné lisi, je nutné hodnotit
podminky, v jakych psi Ziji a pracuji, zpiisob vycviku, pouzité pomiicky, rizika zranéni

a mnoho dalsich faktoru [31].

Welfare neboli pohoda zvifat je stav, kdy se organismus zvifete vyrovnava
S prosttedim, ve kterém Zzije. Jde o naplnéni vSech materidlnich a nematerialnich
podminek, které jsou zakladem pro zdravi organizmu, kdy je zvife v souladu s jeho

zivotnim prostiedim [32].

Epileptické zachvaty mohou vznikat spontanné nebo za urcitého podnétu
vngjSiho prostiedi. Jako tzv. spousté¢ zachvatl mize u nckterych jedinct plsobit
napiiklad pouhé vazeni psa, jeho stfihani, odbér krve ¢i jeho vypusténi do prazdné
mistnosti a ponechani jej samotného. Obecné se tedy usuzuje, ze zachvaty mohou
vyvolat situace, na néz pes neni zvykly, nebo u né&j vyvolavaji stres. K eliminaci
zachvatli mize dojit, kdyz je u stresovych situaci pfitomen chovatel a psa se snazi

vlidnym hlasem ukonejsit. RovnéZ pozitivné plisobi pfitomnost druhého psa [31].

Mezi plemena, postizend epilepsii, patii pfedevsim kolie, bigl, zlaty retrivr,

labradorsky retrivr, pudl a némecky ov¢ak. Jednotliva plemena jsou popsana nize.

e Kolie: ptivodni oznaceni pro ov¢acké psy v severni Anglii a Skotsku. Jsou
aktivni, inteligentni a majici silny instinkt k paseni. Jsou to psi stiedniho
vzrustu. Diky vysoké rychlosti uceni a temperamentu jsou dnes pouZivani
nejen jako psi pastevni, ale pfedev§im néktera plemena jako psi sportovni
(agility). Soucasna plemena kolii jsou: Bearder kolie, dlouhosrsta kolie,

kratkosrsta kolie, Bobtail, Border kolie, Sheltie [46].

e Bigl: plemeno vzniklo ve 14. stoleti ve Velké Britanii. Mezi jeho kladné
vlastnosti se zafazuje cCistotnost, neagresivnost a pratelska povaha. Je
inteligentni a vytrvaly. Bigl je stfedniho az malého vzristu. Z hlediska
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anatomické stavby ma silné kosti, silnou lebku, velké oci a usi. Pti chiizi
charakteristicky vyhazuje zadni koncetiny. V soucasné dobé se jiz

nevyuziva pouze jako pes lovecky, ale predevsim jako spoleénik [45].

Zlaty retrivr: ptvod plemene se datuje do 19. stoleti, vzniklo ve Velké
Britanii. Zlati retrivii jsou povahou pratelSti, neagresivni, nevyvolavaji
konflikty s cizimi lidmi ani s cizimi psi. Maji silnou fixaci na ¢lovéka. Tito
psi jsou velkého vzrustu. Je to statny pes, symetrické postavy. Dobie
osrstény, srst je hladkd nebo mirné zvinénd a dlouha. Zbarveni srsti je
mozné v odstinech od zlaté po krémovou. V dnesni dobé se vyuzivaji jako
psi slepecti, pro cannis terapii, na nejruznéj$i zachranarské ucely, ale

predevsim jako psi spolecensti [47].

Labradorsky retrivr: Pavodné se vyuzival jako lovecky pes, plemeno
vzniklo v 19. stoleti ve Velké Britanii. Své roding je velmi oddany, k cizim
lidem byva nedivétivy. Je pratelsky, se snahou se zavdé€it, ma vynikajici
gich a je pracovity. Radi se mezi psy stfedné velkého vzristu. Psi jsou
Siroké konstituce, se silnou lebkou. Srst je kratka, leskla, hustd a nesmi byt
kadefavd. Barevné se vyskytuji tyto varianty - cerna, zluta, cokoladové
hnédd. Jeho vyuZiti najdeme piedev§im v policejnich a zachrannych
slozkéch, neni vSak vhodny do mist, kde je dilezitd ostrost. Je vhodny jako
slepecky pes, ale ptedevsim je opét nejvice vyuzivan jako pes spolecensky

[48].

Pudl: Velky pudl se poprvé vyskytl jiz ve staroveéku, stfedni a trpaslici
v 16. stoleti. Pudlové jsou obecné dobie cvicitelni, oddani, inteligentni
a na oplatku vyzaduji dostatek pozornosti. Mensi pudlové maji sklony
k Castému S$te€kani, kvuli své nervozité. Tito psi maji elegantni vzhled
s uslechtilou hlavou a vyraznym cenichem. T¢lo mé4 harmonickou stavbu
S vysoko nasazenym ocasem. Dle srsti se pudlové déli na dva typy, prvnim
je pudl skadefavou srsti, druhym pudl s provazkovou srsti. Pudli nejsou
vhodni na pracovni vyuziti, neosvédci se ani jako hlidaci. Jsou vhodni

predevsim pro chov, nasledné vystavy a jako domaci mazlicei [49].
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e Némecky ovcak: Vznik tohoto plemene se datuje do 19. stoleti a je
puvodem z Némecka. Ovcak je obliben pro svou inteligenci, talent
k vycviku, vytrvalost a oddanost k chovateli. Je odvazny, temperamentni
a piitom dobfe ovladatelny. Radi se mezi stiedné velké psy, télesna
konstituce je obdélnikového formatu, silna. Pes ma velké osvaleni. Piivodné
byli ovcaci vyuzivani jako pastevecti psi, v soucasné dob¢ se vyuzivaji
predevsim jako psi pracovni, hlidaci, policejni. Hodi se pro nejriznéjsi

sporty, napt. agility a také samoziejme jako spolecnik ¢lovéka [66].

., Plemena psu se ménila podle potreby a prani clovéka. Neexistuje Zadny jiny
druh zvirat, kde by bylo tolik odlisnosti ve velikosti, zbarveni, osrsteni, vzhledu,

vyuziti, mentalité, rychlosti a dalsich rozdilnosti, jako je tomu prave u psii [43].

Obecné lze fici, ze spoleénym znakem plemen trpicich zvySenym vyskytem
epilepsie je jejich Casty chov. Stale vétsi poptavka po vybranych plemenech vedla
Kk jejich nekontrolovatelnému mnozeni, coz ma za disledek i castéj$i vyskyt
dédi¢nych chorob, protoze oblibena plemena nebyla tolik kontrolovand. Ve velké
mife se jednd pravé o plemena spoleCenskd, kterd se v posledni dobé oznacuji za
pteslechténa. To znamend, Ze vyvoj Slechténi (fizené rozmnoZovani vybranych
jedinct za G¢elem zkvalitnéni dané vlastnosti ¢i plemenného znaku [44]) se zacal
projevovat negativné jak na anatomické a morfologické stavbé, tak na vykonnosti,
a téZ na niz§im stupni odolnosti vi¢i nemocem vSeho druhu 1 na vyS§i mife

heritability dédi¢nych onemocnéni [44].

,Jednim z velkych rizik chovatelstvi obecné je vyskyt riznych dédicnych
defektii a déedicnych chorob. Obecné se jedna o vSechny odchylky od normalniho
fyziologického a anatomického stavu zvirete, které jsou vetsi nebo mensi prekazkou
jeho zZivota. U psu je jich zndmo a popsano nékolik stovek a kaZdym dnem jsou
popisovany dalsi dédicné defekty a choroby. Odhaduje se, Ze ndklady na léceni
dedicnych chorob u psii predstavovaly celosvétové jen v roce 1995 castku okolo pét

set miliard dolaru [43].“
S vétsi poptavkou po psech zacaly vznikat i tzv. mnoZirny pst, kde jejich
zdravotni stav a kontrola rodokmenu pro vylouceni dédicnych chorob hraje az

druhotnou roli. Pro tyto mnozirny je hlavni vyprodukovat psy, po kterych je

poptavka, bez piihlédnuti k jejich zdravotnimu stavu nebo welfare [44].
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3.2.6 Genetické zalozeni

Presné genetické zalozeni této choroby neni jesté potvrzeno, ale predpoklada se
recesivni autozomalni dédi¢nost [33]. Zadny lokus, zodpovédny za vznik epilepsie,
nebyl jesté objeven. Uréeni zpusobu dédi¢nosti je dilezitym krokem hned z nékolika
divodu. Za prvé to nesporné pomize chovatelim, ktefi na zakladé genotypu mohou
vyloucit z chovu psy, ktefi maji lokus zodpovédny za vznik epilepsie. Za druhé
dikaz pfitomnosti jediného hlavniho lokusu otevirda moznost vyvoje molekularniho
markeru, spojené¢ho s epileptickym fenotypem. A za tieti objasnéni dédi¢nosti
epilepsie u pstt miize pomoci objasnit genetické mechanizmy, zodpovédné za vznik

epilepsie u ¢lovéka [62].

Velmi vysokd dédivost se na zdkladé dlouhodobé analyzy pst (rodokmen,
vyskyt prvniho zéchvatu, pohlavi...) ptedpokladad u plemene Tervuren (dlouhosrsta
varieta belgického ov¢éka) a u némeckého ovcaka. Rozdil ve vyskytech zachvati
nebyl mezi pohlavimi zadny. Odhad heritability nad 0,5 je indikativni pro pfitomnost

vyznamného genu [64].

Odhad heritability u plemene Tervuren byl 0,77 a u ov¢éka 0,83. To, Ze jsou si
hodnoty heritability pomérné blizké, se pfisuzuje spoleénému puvodu téchto dvou

plemen [63].

U lidi a mysi bylo dosud definovéno kolem 15 gent, zpusobujicich epilepsii.
Stejna ¢1 podobna sestava genit mize byt zodpovédna za vznik epilepsie 1 psu. Je
mozné, ze veétSina plemen ma genetickou mutaci stejnou ¢i podobnou, existuje

moznost, ze kazdé plemeno ma jinou [33].

Vyzkumy DNA se snazi hledat geny zodpovédné za riizné vlastnosti a to jak
pozitivni, tak negativni. DulezZité je, jak jsou geny v genomu na riznych
chromozomech uspofddany a za co jsou odpovédné. Doneddvna byl psi genom
odhalen jen zmalé ¢asti, proto jsou vyzkumy pomalé a naro¢né. Snahou
vyzkumnych pracovnikl, pracujicich na DNA u pst, je navrhnou DNA
markery- sekvence DNA, ktera muze byt jednoduSe identifikovana. Je zplsobena
mutaci nebo pozménénim plvodni sekvence, které dokéazi detekovat mutace,

zpusobuyjici epilepsii [36].

26



Geneticka dédicnost epilepsie byla také zkoumana u plemene vizsla (mad’arsky
kratkosrsty ohat), kdy byl navrZzen autozomalné recesivni zplisob dédi¢nosti, s tim,

ze polygenni dédi¢nost zatim nelze vyloucit [38].

Genetické faktory mohou do znacné miry ovliviiovat prah citlivosti zvifete
k zachvatim. Dilezity je také stresovy faktor, kdy zvife, které je vice psychicky

vyrovnané, bude mit mensi pravdépodobnost vyskytu zachvatu [39].

Jisté zjisténé deédicné predispozice jsou piedpokladany u plemen téchto pst:
pudl, kokrSpan¢l, knirac, Spic a dalsi. Dédi¢nost je prokazana u téchto plemen: kolie,
labrador, zlaty retrivr a bigl. Zvitata trpici epilepsii by do chovu neméla byt vibec

zatazovana [40].

K epilepsii ma vztah celd fada genii a polymorfisml, z nichz jako jeden
z nejperspektivnéjSich se jevil gen ABCB1, u néhoz se uvazuje, Ze mutace
€.-6-180T> G by mohla mit potencionalné nejvétsi vztah K vyskytu IE. Soucasné u ni
byl studovan vztah k rezistenci k fenobarbitalu u pst s epilepsii. Tato polymorfni
mutace je substituci tyminu za guanin vintronu 1 blizko 5°- konci v genu

ABCBL [70].

Byly provedeny genotypizacni studie u border kolii, australskych ovc¢aka
a belgickych ovc¢aki, kde byl zjistovan vliv uvedeného polymorfizmu k ranéjsSimu
nastupu epilepsie a soucasné jiz zminiované rezistenci k fenobarbitalu. Gen ABCB1
koduje transmembranovy protein ATP binding cassette, subfamily B, member 1.
V ramci tohoto proteinu bylo zjisténo n€kolik jednonukleotidovych polymorfizmi
z nichz nejdulezitejsi je vyse zminovany C.-6-180T> G. Gen ABCBL1 je lokalizovan
na chromozomu 14. Obsahuje 28 exont. Protein ATP, ktery funguje jako efluxni
pumpa hematoencefalické bariéry, podporuje mechanismus odstranovani Siroké
Skaly sloucenin, které jsou pro centrdlni nervovy systém (CNS) potencionalné
Skodlivé. Mezi tyto slouceniny se fadi napiiklad antiepileptika ¢i fenobarbital.
Dysfunkce tohoto neuroprotektivniho proteinu miize vést bud’ k intoxikaci CNS nebo
k rezistenci K anitiepileptikim. ~ Znamym piikladem je delece 4 parG bazi
(c.296_299del) v exonu 4 genu ABCB1u kolii. Psi nesouci deleci v homozygotnim
stavu maji nefunk¢ni permeabilitu glykoproteinu a koncentrace cizorodych latek

dosahuji vyssi koncentrace, véetné t€zkych neurobiologickych ptiznaka [69].
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3.3 Techniky molekularni genetiky vyuzZivané pri zpracovavani

diplomové prace

Mezi nejcastéji pouzivané techniky molekuldrni genetiky, vyuzité i pfi
zpracovani diplomové préce, patii izolace deoxyribonukleové kyseliny- DNA, PCR
(polymerase chain reaction), RFLP (restriction fragment lenght polymorphism)

a gelova elektroforéza.

3.3.1 lzolace DNA

K tomu, aby mohla byt ziskana informace o DNA, je tieba prvni krok s nazvem

Separace.

Kvili podobnosti DNA s ostatnimi biopolymery je nutné pifi izolaci DNA
vybirat metody s vysokou selektivitou. Vzhledem K relativné malému mnozstvi DNA
ve vzorcich je tfeba piihlizet i k citlivosti zvolené metody. Aby nedochazelo
k degradaci molekul, hlavné co se tyce pH, teploty a pouzitych rozpoustédel, musi se
vzhledem K nestabilit¢ DNA udrzovat mirné podminky, aby se co nejvice piiblizily
fyziologickym hodnotam. ,, PFi izolaci nukleové kyseliny je treba volit metodu
V zavislosti na pozadované cistoté a mnozstvi finalni nukleové kyseliny a na typu

bunék, z nichz ma byt nukleova kyselina izolovana [50].

Jako dal8i kritérium pro vybér metody je tfeba brat v tvahu také Casovou
narocnost izola¢niho procesu a také jeho celkovou ekonomii. Pro selekci metody je
dilezité vychazet z pozadovanych charakteristik ziskdvané DNA a pro kazdy typ

vzorku zvolit individudlni pfistup.

Opétovnymi aplikacemi separacnich procest nebo jejich kombinaci je mozno

ziskanou DNA dale ptecistovat [51].

DNA se nachazi v nitrobunééném obsahu. Ve vzorku se mize vyskytnout vice
druhil bun€k (jinych rostlinnych ¢i zivo€isnych druhti), proto se tyto druhy potiebu;i
od sebe oddélit, nejcastéji se to déje pomoci centrifugace. Dale se mize izolovat uz
jen DNA vybraného druhu. V ptipadé, ze predmétem zkoumdni je DNA obsazena
v nékteré z organel, je zapotiebi pfed samotnou izolaci dané organely z bunééného

obsahu separovat [51].
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Jako prvni musi prob¢hnout lyze bunck, ze kterych je DNA ziskdvéana. Je
zapotiebi rozpusténi biomembran a denaturace proteini detergentem. Detergenty
jsou latky, po kterych se rozrusi membrana a dojde k uvolnéni bunééného obsahu.
Tyto mohou byt iontové povahy, ¢asto SDS (dodecylsulfat sodny) nebo také soli
zlucovych kyselin. Dal§i moznosti jsou neionogenni (nenabité) detergenty, napf.
Trition X100. Dale se mohou pouzit i rizné fyzikdlni nebo fyzikalné-chemické
postupy, zejména rozruSeni membran ultrazvukem. Pii lyzi pevnych tkéni nebo
houbovych a rostlinnych bunék se pouziva mechanicka sila, napf. protiepani
na vortexu se sklenénymi kulickami, drceni tkdn€ zmrazené tekutym dusikem v tfeci
misce apod. K lyza¢nimu roztoku se muize pfidat enzym proteindza K, ktery $tépi
bilkoviny, vcetn¢ histonli vazanych na strukturu DNA, a tak zvySuje Cdistotu

izolované DNA [12].

Jako dalsi krok je tfeba izolovanou latku oddélit z roztoku bunééného obsahu.
Toho Ize dosahnout docasnou denaturaci, kdy se pouziva teplotni denaturace,
technika vysolovani nebo srazeni organickymi rozpoustédly [51]. Bunéény obsah
vcetné nukleovych kyselin se z lyzovanych bun€k uvolni do pufrovaného roztoku,
obsahujiciho kromé detergenti také etylendiaminotetraoctovou kyselinu (EDTA).
EDTA chelatuje ionty vapniku, které jsou zapotiebi jako kofaktor nukleaz. Ty bez
vapniku nemohou pracovat, proto se vychytanim vépniku zabrani rozStipani Cerstvé
uvolnéné DNA nukledzami, které se také uvoliiuji z lyzovanych bunck. Nékteré
detergenty, pouzivané pii lyze bunék, také funguji jako inhibitory nukledz. Mezi né

se fadi zejména laurylsiran sodny a N-laurylsarkosin [12].

Existuje fada zpusobi izolace DNA, nejcastéji pouzivanou je izolace fenol-
chloroformovou extrakci nukleovych kyselin. Fenol-chloroformova extrakce je
pracngjsi a je obvykle pouZzivana pro praci s vétsim mnozstvim DNA. Tato metoda
extrakce odstrafiuje ostatni slozky lyzatu, ptedevSim proteiny K a ponechava
nukleové kyseliny rozpusténé ve vodném prostiedi (pufru). K lyzatu se pak ptidava
smés fenolu, chloroformu a izoamylakoholu [12]. Chloroform je organické
rozpoustédlo a nemisi se s vodnym roztokem bunééného lyzatu. Smés se tak rozdéli
na dvé faze, a to horni vodnou a dolni chloroformovou [13]. K promichani fazi
dochazi pii prottepavani, pii kterém fenol srazi proteiny pfitomné ve vodném lyzatu.
Zvyseni rozpustnosti fenolu v chloroformu zajistuje izoamylalkohol, po skoceni

protiepavani tak fenol pfejde do chloroformové béaze. Pro dokonalé odd¢€leni fazi je
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nutné roztok odstfedit. Mezi fazemi se vytvoii bily prstenec srazenych proteind.
Horni fazi s nukleovymi kyselinami je tfeba pienést do nové Cisté zkumavky. Pro
odstranéni stop fenolu, ktery by mohl interferovat s pouzitim enzymu pii dalSim
opracovani izolovanych nukleovych kyselin, je nutné jesté jednou extrahovat, ale
pouze smési chloroformu a izoamylalkoholu. Ze vzniklého ptecisténého vodného
roztoku se pridanim etanolu vysrazi nukleové kyseliny a usazuji se na dn¢ zkumavky
ve form¢ mlécného zkalené¢ho sedimentu. Srazeji se také soli, které¢ zvysuji ucinnost
srazeni nukleovych kyselin. Soli se odmyji 70% etanolem a ¢isté nukleové kyseliny

je po odsati supernatantu mozné rozpustit ve vodé nebo vhodném pufru [12].

Vzhledem k faktu, Ze vice nez 95% nukleovych kyselin v bufice tvofi
ribonukleova kyselina (RNA), je tfeba pro vyizolovani ¢isté DNA RNA odstranit
pisobenim RNazy [13].

Druhym nejcastéjsim zplisobem izolace je adsorpce na silikat. Metoda je
zalozena na zjiSténi, ze DNA v pfitomnosti tzv. chaotropnich soli adheruje na
silikatovy povrch. Vyhodou této metody je jeji pohodlnost a rychlost a to, Ze jsou

pro ni vytvoreny komer¢ni soupravy (kity) pro rutinni extrakce DNA.

Existuji také automatické pristroje pro izolaci DNA, které jsou zalozeny

na principu izolace nukleovych kyselin pomoci magnetickych castic [52].

V soucasné dobé€ jsou pouzivany kity. Ty jsou optimalizovany na konkrétni typ
a mnozstvi vzorku a poskytuji standardizované vysledky. Pohodlnost prace s Kity
zvySuje 1 fakt, ze obvykle pouzivaji nastavce do mikrozkumavek, ktery obsahuje
jemny filtr a ten zadrzi silikatové Castice. Pfi zpracovani jsou roztoky promyvany
ptes kolonku (filtr se zachycenymi Casticemi). Kity misto tradi¢niho silikatu také
vyuzivaji specidlni pryskyfice a maji rizné nastavené slozeni pufri, tak, Ze mohou

preferovat pii adsorpci molekulu DNA uréité velikosti [12].

3.3.2 Polymerézova ietézova reakce (Polymerase chain reaction - PCR)

Polymerazova fetézova reakce je metoda molekularni biologie pouZivana
k mnozeni (amplifikaci) specifického useku DNA in vitro. Uplatnéni této metody
najdeme zejména v sekvenovani DNA, analyze gent, pii diagnostice infekénich

nemoci, pfi zjiStovani genetickych nemoci a pfi identifikaci osob [14]. Cilova DNA
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byva v analyzovanych vzorcich vétsinou pfitomna v nizkych koncentracich, proto je

potieba jeji namnoZzeni [16].

3.3.2.1 Historie PCR

Polymerazova tetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) je jednim
z nejvyznamnéjSich védeckych objevii 20. stoleti. Je to snadny a rychly zptisob
k vytvofeni neomezenych kopii DNA pomoci primert z jediného ptivodniho vlakna,
a to béhem nékolika hodin. Uziti této metody je Siroké, predevSim se ale pouziva

k diagnostice ¢i monitoringu onemocnéni ¢i V molekularni biologii [53].

Roku 1971 v Casopise Journal of Molecular Biology vySla prvni publikace,
popisujici na dvaceti strankach hlavni principy PCR. Napsana byla védcem Kjellem
Kleppeem a lauredtem Nobelovy ceny za lékatstvi pro rok 1968 Harem Gobundem
Khoranaou. Vzhledem Kk problémiim se syntézou primeri a CiSténim DNA

polymerazy byl rozvoj metody na nékolik let pozastaven.

Jako samotny objevitel metody je oznacovan Dr. Kary Banks Mullis, ktery
mySlenku PCR vyslovil roku 1983. V roce 1985 vySel clanek, ktery se zabyval
pouzitim PCR metody pro stanoveni mutace genomické DNA, ktera zplsobuje
srpkovitou anémii. V nasledujicich dvou letech byly publikovany dalsi detaily
a pouziti PCR, kdy se na konec metoda pro analyzu mutaci DNA zacala pouzivat

k namnozeni jakékoli ¢asti DNA.

Plvodni metodika dle Dr. Mullise byla zaloZena na malém mnoZstvi DNA,
které obsahovalo pozadovany gen, velké skupiné oligonukleotidii a primerd. Tyto
vSechny komponenty se vlozily do zkumavky. Ta se zahtdla na teplotu blizkou
100°C a poté zchladila. Dale se ptfidala DNA polymeraza, ¢imZ doslo k syntéze
DNA. Tento proces zahtati a zchlazeni se nékolikrat zopakoval. Tim doslo k syntéze
DNA.

DNA polymeraza se musela pfidat pfed kazdym cyklem, vzhledem k jeji
tepelné denaturaci. To znamenalo, Ze tento proces sice obstaral n€kolikandsobné
zmnozeni pozadovaného tuseku DNA, byl vSak casov€é naro¢ny, neefektivni
a vyzadoval velkou spotiebu DNA polymerazy. Tyto ¢asov€é narocné metody byly

zaminkou pro zautomatizovani procesu, kdy vznikl prvni termocykler [54].
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Potéad zde ale vyvstaval problém s termolabilni DNA polymerazou. Ve stfedu
zajmu védci bylo hledat latku, kterd by méla vlastnosti DNA polymerazy, ale jeji
termolabilita by byla minimélni. Po mnohalet¢tm vyzkumu byla objevena

termostabilni DNA polymeraza, ziskana izolaci z bakterie Thermus aquaticus [15].

Po spojeni termocykleri a termostabilni DNA polymerazy se metoda PCR stala
pln¢ automatickou a veskera jeji obsluha spociva ve vlozZeni reakéni smési, zapnuti

a vypnuti piistroje. Metoda je diky témto zdokonalenim citliva a piesna [54].

3.3.2.2 Princip PCR

Tato metoda je hlavnim mechanismem, slouzicim k amplifikaci kratSich usekt

genomu do délky nékolika kilobazi- kb [55].

DNA- polymeraza syntetizuje komplementarni vlakno podle templatu
jednovldknové DNA tak, ze pfidava k existujicimu tseku druhého vldkna nové
nukleotidy ve sméru 5' > 3'. Kratky existujici usek druhého vlakna potiebuje kromé
templatového vlakna a nukleotidtrifosfatu tzv. primer, ktery se mize syntetizovat
uméle jako oligonukleotid. Za predpokladu, Ze je zndma sekvence templatového
vldkna, je mozné pfipravit primer, ktery za vhodnych teplotnich podminek tvofi
vodikové mustky skomplementarni sekvenci v templatovém vlakné, tzv. faze
nasedani primeru. Takto je mozné urcit DNA- polymerdze, od kterého mista
a kterym smérem ma zacit syntetizovat komplementarni vlakno. Timto zpisobem
podle templatového vldkna vznikne jen jedna kopie, nedochazi tedy k fetézovému
hromadéni produktu. To je v PCR zajiSténo pouzitim dvou primerd, které nasedaji
na komplementdrni sekvence dvou templatovych vlaken, vzniklych denaturaci
puvodné dvouvlaknové DNA. Po opakovanych cyklech denaturace, nasedani
primeru a extenzi primeru DNA polymerazou vznikaji produkty, které slouzi jako
templaty pro novy reakéni cyklus, protoZe primery na templatova vlakna nasedaji
V protismérné orientaci. Produkt se hromadi geometrickou fadou. Ze 2 vléken lze po

30 cyklech ziskat 107 milionu kopii [15].

K amplifikaci daného tseku postaci pouze malé mnoZstvi DNA, coZ se fadi
mezi vyhody PCR. V jednom cyklu, jehoZ je zékladni jednotkou PCR, se stale
opakuji po sobé¢ jdouci 3 faze (denaturacni, anelacni, syntetickd). Nejobvyklejsi pocet

opakovani je 25 - 35x [54].
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3.3.2.3 Pribéh PCR

Reakéni smés pro PCR se napipetuje do zkumavky, kterd je k PCR urcend, a ta
se vlozi do termocykleru, ve kterém probihaji teplotni cykly. Dosyntetizovani fetézct
probiha ve fazi zavérecné polymeracni reakce po dobu 5 minut pii 72 °C. PCR sm¢s
se sklada z téchto komponenti: templatova DNA, pufr, DNA polymeraze, primery,
PCR voda, dvojmocné kationty a ANTP- nukleosid trifosfat. (54). Popis jednotlivych

cykld je znazornén na obr. ¢. 2 [14].
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Obrazek ¢. 2 Priabéh PCR: 1 - denaturace, 2 - nasednuti primerd, 3 - syntéza DNA

1. Denaturace: ,.dvouretézcova (dvouviaknova) molekula DNA se po dobu
20 az 30 sekund zahiiva na teplotu 94 - 98°C. PrFi této teploté dochdzi
k rozruseni vodikovych mustki v dvouretézcové molekule DNA
a k rozvolnéni této dvousroubovice. Vznikaji tak dvé jednoretézcové
(jednovlaknové) molekuly DNA, na které mohou v dalsim kroku nasednout
primery [17] "

2. sednuti primert: ,teplota se snizi na 50 - 65°C, coz umoznuje nasednuti
primerii na specificka mista DNA. Na dvouvidknové useky DNA/primer se
vaze DNA polymerdza [17] “.

3. Syntéza DNA: ,teplota pouzita v této fazi zavisi na pouzité DNA
polymeraze. Nejbéznejsi Taq polymerdaza md optimum aktivity pri

72 - 80°C. V tomto kroku dochazi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od
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5" konce ke 3' konci prirista vidkno DNA komplementarni k piivodni

molekule DNA [17].*

3.3.3 Polymorfizmus délky restrikénich fragmenti (RFLP- restriction

fragment lenght polymorphism)

Tato metoda byla objevena v 80. letech jakozto prvni geneticky test zalozeny
na bazi DNA. Jeji vyuziti se uplatiiuje v nejriznéjSich odvétvich, pouziva se

naptiklad k identifikaci genti zodpoveédnych za urcitd onemocnéni [18].

RFLP je metoda, kdy se pomoci tzn. restrikénich endonukleaz (RE)
enzymaticky $tépi molekuly DNA ve specifickém restrikénim misté. RE jsou
produkovéany zejména z produkci riiznych druhd bakterii. Pisobi jako ochrana pied

cizorodou DNA. V soucasné chvili je znamo cca 1500 restrikénich endonukleaz [57].

Riizné typy RE $tépi cilovou DNA v riznych mistech. Polymorfizmy (rozdily
ve studovanych sekvencich) Ize sledovat po rozdéleni vzniklych fragmentt, které se
vytvareji diky gelové elektroforéze. Rozhodujici je velikost a pocet fragmentt. Tyto

jsou pro kazdého jedince specifické [56].

Polymorfizmy délky restrikénich fragmentd jsou zptisobeny piestavbou, jakou
je napiiklad delece, substituce, inzerce bazi. Zména poctu restrikénich mist je tak

zpusobena zménou v pofadi bazi nukleotidi [57].

Urcité restrikéni endonukleazy mohou byt citlivé na methylaci DNA. Nékdy
methylace adeninu a methylace cytosinu Stépeni inhibuje, jindy je methylace pro
Stépeni nezbytna. OdliSeni riznych DNA se provadi na zakladé polymorfizmu délky
nepfitomnosti rozpoznavacich a §tépnych mist. Obecné 1ze fici, Ze RE rozpoznavajici
krat$i sekvenci $t€épi DNA castéji na menSi useky a RE, které rozpoznavaji delsi
sekvenci, §tépi na delsi sekvenci a méné Casto. DelSi Gseky vznikaji pfi netplném
Stépeni DNA vlivem nevhodnych reakénich podminek (velky obsah bilkovin,
nevhodna teplota, nedostate¢na doba). V ptipadé nespecifického S$tépeni mimo
poznavaci mista je takové Stépeni oznacCeno jako hvézdickové. Vznikne mnoho

wrwe

nadbytkem glycerolu v reakci [19].
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3.3.3.1 Priubéh RFLP

Vytvori se reakéni smés, ktera se sklada z produktu PCR a specifické restrikéni
endonukledzy. Tato smés se inkubuje pii 37 °C po dobu jedné hodiny i pies noc.
Poslednim krokem je analyza Stépnych fragmenttt DNA. Ta probihd na agar6zovém

gelu vhodné koncentrace [20].

3.3.4 Elektroforéza

Elektroforéza vyuziva schopnosti nabitych ¢astic pohybovat se v elektrickém
poli. Rychlost pohybu ¢astic je zavisla na velikosti ndboje a velikosti molekuly. To
znamena, ze razné velké a nabité molekuly se budou pohybovat rtiznou rychlosti.
Elektroforéza se nejCastéji vyuziva pro separaci latek pro analytické a taky

preparativni ucely [58].

Elektroforéza muize byt uskutecnéna pomoci riznych typi. Prvnim je tzv.
volna elektroforéza. Tato elektroforéza se provadi ve vodnych roztocich tlumivych
roztokl a Castice putuji smérem k elektrod¢ s opacnou polaritou rychlosti, ktera je
pfimo umérna velikosti jejich néboje. Gradient napéti udava rychlosti migrace.
Nevyhodou této jinak jednoduché metody je, ze se separace snadno porusi
konven¢nimi proudy v kapaliné. Tyto proudy vnikaji vlivem tepla, zptsobeného

pruchodem elektrického proudu. Tato technika je velmi malo pouzivana [59].

Dalsim typem elektroforézy je elektroforéza na nosiéich, oznacovana také jako
zonalni elektroforéza. Byla vyvinuta za Ucelem odstranéni nedostatkli volné
elektroforézy. Nosi¢e pouzivané pii této metod¢ musi byt hydrofilni, nerozpustné ve
vod¢ a mely by mit co nejmensi adsorpéni schopnosti. Mezi prvnimi nosici, které
byly pro tuto metodu vyuzity, se objevoval neklizeny papir, acetat celuldzy, Skrob
a celuléza. Dnes se nejCastéji pouzivaji gely, a to pfedevsim agardézovy, skrobovy

a polyakrylamidovy [59].

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu se vsoucasnosti fadi
k nejvyuzivangj$i elektroforetické technice. Uspé&$nost separace zavisi na zvoleni
vhodnych podminek pro provedeni procesu. Na stupent disociace latek a na jejich
velikost naboje ma rozhodujici vliv pH prostiedi. Latky, které nenesou zaddny vnéjsi

naboj a nachéazeji se v izoelektrickém stavu, se nebudou v elektrickém poli
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pohybovat. Latky, které ndboj nesou, se budou pohybovat ve sméru elektrody
s opa¢nym nébojem, tedy kationty ke katod¢ a anionty k anod¢. Dulezity faktor pti
elektroforéze na jakémkoli gelu je koncentrace gelu, resp. Stupen zesiténi gelu. Gel

s mensSimi pory je nepriachodny pro vési molekuly.

Experimentalni uspotadani elektroforézy na gelu je dvojiho typu. Pro oba plati,
ze se elektroforéza provadi ve specialnim aparatu, kde je nosic¢ se vzorkem k separaci
umistén mezi dve elektrody, mezi kterymi prochézi stejnosmerny proud. Prvni, starsi
metoda, se od nove¢jsi odliSuje v umisténi vzorku. Tato umist'uje nosi¢ vertikalné
Vv trubic¢kach, kdezto u novéjsi metody je gel rozprostien v tenké vrstvé horizontalné
na destickach - plosné elektroforéza. Takto uspofadany nosi¢ ma oproti vertikalni
variant¢ mnoho vyhod. Je citlivéjsi, lze jej snadngji kvantifikovat pomoci tzv.
denzitometri a na plos$né€ uloZenou desticku lze umistit vice vzorkl. Proces se stava
efektivnéj§im a vzorky jsou snaze porovnatelné. Vyhody metody, pti které jsou
nosice uspotradany v trubickach, spocivaji ve snadngjsi ptipravé gelu a v tom, ze
usporadani v trubickach je jednodussi. Nelze opomenout ani fakt, Ze metoda uloZeni
Vv trubickach je jednodussi na provedeni a také podstatné levnéj$i nez plosna

elektroforéza [59].

Mezi elektroforézy provadéné na gelu patii i elektroforéza na agarovém gelu
(viz. obrazek 3), ktery je tvofen slozitou siti molekul s pory. Molekuly DNA se
v gelu pohybuji na zakladé velikosti, kdy mens$i fragmenty se pohybuji v gelu
rychleji. V gelu jsou pfipraveny jamky, do kterych se DNA nanaseji, klesnuti DNA

fragmentu a jeho migraci v gelu zajist'uje pfidani vkladaciho pufru.

smés fragmentd
o~ DNA riizné velikosti

velikostni
standard
vzZorek

r©) |
mm =
= = __ | doune
— o — fragmenty
v o i i
— = | kratké
fragmenty

| zdroj e

elektroforeticky gel

Obrazek €. 3 Elektroforéza na agarovém gelu [58].
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Tretim typem elektroforézy je elektroforéza kapilarni. Ta vyuziva
elektrokinetickych principti elektroforézy a elektroosmoézy k separaci latek uvnitf
kiemenné kapilary. Vysokoucinnd kapilarni elektroforéza se provadi jako volna

elektroforéza, gelova elektroforéza ale také jako izoelektricka fokusace.

Poslednim typem je afinitni elektroforéza. Jednd se o zvlastni ptipad
elektroforézy na nosicich, kdy se separované latky pohybuji vlivem elektroforetické
pohyblivosti v gelu, ve kterém je imobilizovan afinitni ligand, ktery je specificky
minimalné pro jednu slozku smési. Slozka, ktera ma k ligandu specifickou afinitu, se

pii pruchodu gelem opozd’uje, zatimco neaktivni latky putuji normalni rychlosti [59].

Separované fragmenty se po probéhnuti elektroforézy musi zviditelnit, a to zajistuje
barvivo ethidiumbromid a jind barviva, ktera se vazi na DNA a v UV zafeni

Vv piistroji UV transluminator se fragmenty DNA zviditelni [60].

37



4. Material a metodika

4.1 Material

Ke studiu byli vybrani psi, u nichz se objevil epilepticky zachvat. Celkem se
jednalo o 60 jedinct riznych plemen. Vékové rozmezi se zde pohybovalo od 2 let
(9 jedincti) po 10 let (1 jedinec). Od téchto jedincti byly odebrany biologické vzorky
v podobé krve nebo chlupu s chlupovou cibulkou. Tabulka ¢. 1 znazorfuje ¢islo

vzorku, staii psa a jeho v&k pfi prvnim zachvatu.

; Vék pri : Vék pri
Cislo - rvnim Cislo . rvnim
vzorku glaieey) grojevu vzorku SN (LT Srojevu
(mésice) (mésice)
1 5 11 31 6 10
2 7 10 32 9 16
3 3 10 33 9 18
4 9 21 34 9 20
5 7 12 35 10 21
6 2 10 36 2 23
7 2 9 37 6 10
8 4 9 38 6 11
9 6 10 39 8 12
10 4 12 40 5 16
11 5 15 41 4 14
12 8 12 42 5 16
13 9 13 43 6 12
14 6 10 44 9 12
15 6 14 45 5 11
16 7 10 46 3 9
17 8 10 47 2 8
18 9 29 48 3 4
19 3 20 49 2 15
20 5 23 50 3 3
21 9 19 51 3 14
22 8 10 52 3 10
23 7 15 53 3 10
24 2 18 54 5 12
25 3 18 55 5 10
26 3 12 56 6 19
27 2 15 57 9 21
28 2 14 58 8 21
29 3 10 59 7 18
30 2 9 60 5 12

Tabulka ¢ 1 Cislo vzorku, staii, vk pfi prvnim zachvatu
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Ze ziskanych biologickych vzorkl, které byly uskladnény v mrazaku, byla
nasledné vyizolovana DNA. K izolaci DNA bylo pouzito komer¢né dostupnych kitt
od firmy Macherey-Nagel. Ptitomnost vyizolované DNA byla nasledné ovéiena
elektroforeticky na 1,5% agar6zovém gelu. Kvalita byla nasledné potvrzena

spektrofotometricky.

Pro izolaci z krve bylo potieba nejprve vzorek krve rozmrazit. Poté se do
mikrozkumavky napipetovalo 200 ul krve a pfidalo 25 pl proteinazy K. Daéle se
pridalo 200 pul pufru B3 a promichalo na vortexu. Nasledn¢ probihala inkubace pii
70°C po dobu 10 - 15 minut. Po inkubaci se do mikrozkumavky ptidalo 210 pl
96-100% etanolu a vzorek se znovu promichal na vortexu. Vzorek se ptrendal do
kolonky na nové mikrozkumavce a odstiedil se po dobu 2 minut pti 14 000 otackach.
Poté¢ se opét prendal do nové mikrozkumavky a ptfidalo se 500 pl pufru BW
a odstiedil se po dobu 2 minut pii 14 000 otackach. Cely proces s prendanim do nové
mikrozkumavky a odstfedénim se jesté jednou zopakoval, ov§em tentokrat za ptidani
500 pl pufru B5. Po odstiedéni se protekly roztok z mikrozkumavky odstranil,
kolonka se vratila do stejné mikrozkumavky a za stejnych podminek se vzorek opét
odstiedil. Po odstfedéni se kolonka piendala do nové mikrozkumavky a pfidalo se
100 pl predehiatého elu¢niho pufru BE. Pivodni mikrozkumavka se i s obsahem
vzdy vyhodila. Vzorek se inkuboval 1 minutu pfi pokojové teploté a poté odstiedil
po dobu 2 minut pti 14 000 otackach. Kolonka byla odstranéna a vzorek ulozen do

chladu.

Pro izolaci z tkani, konkrétné z chlupové cibulky, byl vzorek nejdiive
rozmrazen. Poté se chlupové cibulky vlozily do mikrozkumavky. K cibulkdm se
pfidalo 180 pl pufru T1 a 25 pl roztoku proteindzy K a promichalo ve vortexu.
Vzorek se inkuboval pii 56°C nejméné 1 - 3 minuty a po dobu inkubace se obcas
promichal na vortexu. Po inkubaci se vzorek znovu promichal na vortexu a bylo
k nému ptidano 200 ul pufru B3, dikladné se vortexovalo a 10 minut inkubovalo pfi
70°C. Dale se k vzorku ptidalo 210 ul 96-100% etanolu a ditkladné se promichal.
VSechen precipitait se prenesl do kolonky, centrifugoval 2 minuty pii
14 000 otackach, odstranil se protekly roztok a kolonka se umistila zpatky do
mikrozkumavky. Do kolonky se piidalo 500 ul pufru BW a centrifugovalo se po
dobu 2 minut pfi 14 000 otackach, odstranil se protekly roztok a kolonka se umistila

zpatky do mikrozkumavky. Proces centrifugace se za stejnych podminek opakoval

39



jesté jednou, pridavalo se ale 600 ul pufru BW. Poté se vzorek znovu centrifugoval
po dobu 2 minut pti 14 000 otackach. Kolonka se umistila do 1,5 ml mikrozkumavky
a pridalo se 100 pl temperovaného pufru BE (70 °C). Vzorek se inkuboval 1 minutu
pii pokojové teploté a poté centrifugoval 2 minuty pii 14 000 otackach.

Po centrifugaci byla mikrozkumavka ulozena do chladu.

4.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)
V praci se vychazelo ze studie Mizukami et al. (2013). Na zéklad¢ této studie
a jejiho zjisténi, ze na genu ABCB1 se nachazi mutace ¢.-6180T>G, byly pfipraveny

primery o nasledujicich sekvencich znazornéné v tabulce ¢. 2.

Gen Primer Sekvence primeru (5-3")
ABCB1 forward 5’-GCA GTG GGG TGA GAA CTAGA- 3’
reverse 5-CGC AAG CCA TGT AAG GTA TG- 3’

Tabulka €. 2 Sekvence primert pouzitych pro PCR

4.2.1 Slozeni reak¢éni smési

Slozeni reakéni smési potom bylo nésledujici: 3 pul mastermixového pufru, 2 pl
MgCly, 3 ul dNTP's, po 1,5 pl primeru (10 ng), 3 ul Taqg polymerazy (1U), 2 ul
DNA a 14 pl H;0. Na chladicim stojanku byl pfipraven mastermix, ktery se sklada
z pufru, MgCl,, dNTP's, primerti a H,O. Tento mix byl rozpipetovan do oznac¢enych
mikrozkumavek. Nasledné byla do kazdé znich ptidana DNA a vzorky byly
vlozeny do termocyklu (Biometra T3000 thermocykler). Po 2 minutach tGvodni
denaturace byl pifidan roztok Taq polymerazy, ktery vznikl namichanim Taq
polymerazy a ke kazdému vzorku byly pfidany 2 pl DNA. Poté bylo spusténo

pokracovani programu. SloZeni reakéni smési znazornuje tabulka €. 3.
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ABCB1
Komponenta Objem [pl]

Taq pufr 3
MgC|2 2
dNTP's 3

Primer 1 1,5
DNA 2
Tagq DNA polymeraza (1U) 3
H0 14

Celkovy objem 28,5

Tabulka €. 3 Slozeni reak¢éni smési PCR pro jeden vzorek

Cykly pro PCR genu ABCB1 se skladaji z denaturace pii 95°C po dobu
2 minut, dale probéhlo 35 cykld, skladajicich se z denaturace pii 95°C po dobu
30 sekund, annealingu pii 60°C po dobu 30 sekund a elongace, ktera probéhla pii
72°C po dobu 30 sekund. Na zavér byla provedena extenze pii 72°C po dobu
10 minut pro dokonceni vSech fetézct. PCR trvala ptiblizné 2,5 hodiny. Délka PCR
produktu byla 416 bp. Vytézek amplifikované DNA byl detekovan na

2,5% agar6zovém gelu pomoci elektroforézy a vizualizovan pod UV svétlem.

4.3 Polymorfizmus délky restrikénich fragmentu (RFLP)

Ziskané PCR produkty byly $tépeny restrikéni endonukleazou Mbol. Restrikéni
endonukledza v mnozstvi 1 pl byla spolu s 1,7 ul pufru ptfidana k 15 ul PCR
produktu. Nasledné byla reakéni smés inkubovéna ptes noc pii 37°C. Vysledny
genotyp byl stanoven diky elektroforéze na 3% agar6zovém gelu. Slozeni reakéni

smési RFLP pro jeden vzorek je popsano v tabulce €. 4.

ABCB1
Komponenta Objem [pl]
Restrik¢ni endonukleaza Mbol (10 U/ ul) 1
Pufr (Buffer Tango) 1,7
PCR produkt 15
Celkovy objem 17,5

Tabulka €. 4 Slozeni reakéni smési RFLP pro jeden vzorek

41



4.4 Elektroforéza na agarozovém gelu

Koncentrace agardzového gelu byla piipravena v zavislosti na metod¢€, pro

kterou byl pouzit (viz tabulka ¢ 5).

Agarézovy gel i 1x TBE pufr Ethidium brmomid
Agaréza
[%] garéza [g] [mi] [ul]
1 1,0 100 17
2,5 2,5 100 17
3 3,0 100 17

Tabulka €. 5 Slozeni agar6ézovych gela o rizné koncentraci

Elektroforéza byla provadéna v horizontdlni elektroforézni aparatufe, kde
jako elektrolyt byl pouzit 1x TBE pufr (180g TRIS, 55 g kyseliny borité, 800ml
destilované vody, 40ml EDTA, do objemu o 11 doplnéno destilovanou vodou).
K ovéfeni genomové DNA se na 1 % agar6zovy gel do kazdé jamky napipetovalo
5 ul resuspendované DNA, ktera byla obarvend 5 pl bromfenolové modii.
Elektroforéza na 1% gelu trvala 75 minut pifi 80 V. Elektroforéza na 2,5%
agar6zovém gelu byla pouzita k separaci molekul DNA, které byly ziskany metodou
PCR. Do jednotlivych jamek bylo napipetovano 5 pl PCR produktu a Spl
bromfenolové modii. Tato elektroforéza trvala 45 minut pii 120 V. Jako posledni
byla pouZita elektroforéza na 3% gelu, slouZici k ovéfeni naStipanych fragmentt
metodou RFLP. Do vSech jamek bylo vlozeno 10 pl vzorku, ktery byl pfedtim
obarven 5 pl bromfenolové modfi. Délka trvani elektroforézy cinila 90 minut
pfi 80 V. Pro ovéfeni pritomnosti a délky fragmentd produktd PCR a RFLP bylo
do prvni ¢i posledni jamky napipetovano 1ul markeru pUC19 DNA/Mspl (Hpall),
smichaného s 5ul bromfenolové modfi. Vysledky byly vizualizovany pod UV

svétlem.
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4.5 Vypocty

Metodou PCR-RFLP byla provedena genotypizace, ze které byly spocéteny
absolutni frekvence genotypti AA,AB,BB v genu ABCB1. Z vypoctl byly poté uréeny

relativni frekvence genotypt a absolutni a relativni frekvence alel.

Vzorce pro vypocet relativni frekvence genotypi genu ABCB1:

AAR=AARIN,

ABR=AB"/N,

BBR=BB"/N,
Vzorce pro vypocet absolutni frekvence alel:

AA= 2xAA* + ABA,

B"=2xBB”" + AB*,
Vzorce pro vypocet relativni frekvence alel:

AR= 2xAA™ + AB®/2xN,

BR=2xBB" + AB“/2xN,

) A v ’ . ) R v . 7
kde horni index znacil absolutni frekvenci, hodni index oznacoval relativni

frekvenci. N vyjadfovalo pocet jedinct ve sledované populaci.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Na zavér byl statisticky vyhodnocen vztah mezi genotypem a vékem, ve
kterém byl zjistén prvni epilepticky zachvat. Ke statistickému zpracovani byla

pouzita metoda ANOVA programu Statistica 9.0.
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5. Vysledky
5.1 Genotypizace

Z 60 vzorkl krve nebo tkan€ od rliznych plemen pst byla Gspé$né vyizolovana
DNA. Metodou PCR-RFLP/ Mbol byla provedena genotypizace geni ABCB1. PCR
fragment genu ABCBL1 byl dlouhy 416 bp - viz. obrazek ¢. 4.

Obriazek ¢. 4 PCR produkt genu ABCB1

Alela A byla ur¢ena piitomnosti 2 fragmentli o délkach 313 a 103 bp, nebot’
sekvence této alely obsahovala 1 $tépné misto pro zminovanou restrikéni
endonukledzu. Alela B byla ur€ena pfitomnosti 2 restrikénich mist a nasledkem toho
se na gelu objevovaly 3 fragmenty o délkdch 191, 122 a 103 bp. Heterozygotni
sestava alel AB byla urCena pfitomnosti 4 fragmenti o délkach 313, 191, 122
a 103 bp. Vzhledem ke snizené moznosti odliSeni fragmentt o délkach 122 a 103 bp
ob¢as dochazelo ke splynuti téchto 2 fragmentd. Genotyp AA potom vykazoval
na gelu 2 fragmenty o délkach 313 a 103 bp, genotyp BB byl rovnéZ urcovan
piitomnosti 2 fragment o délkach 191 a 122 bp a genotyp AB se potom prezentoval
piitomnosti 3 fragmentt o délkach 313, 191 a 122 bp (viz. obrazek ¢. 5).
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Obrazek ¢. 5 Gen ABCB1: vizualizace RFLP

5.2 Frekvence alel a genotypii

Vyse zvolenou metodikou bylo v nasem souboru, ktery ¢&ital 60 jedinct,
zjisténo 20 homozygoti AA, 36 heterozygotti AB a pouze 4 homozygoti BB. Z toho
vyplyva, ze genotyp BB byl nejméné Cetny s relativni frekvenci 0,0667, nejpocetnéjsi
byl genotyp AB s relativni frekvenci 0,60. Co se tyce zastoupeni alel v populaci, tak
nejcetnéjsi byla alela A, ktera s relativni frekvenci 0,633 prevazovala nad alelou B,
ktera méla relativni frekvenci 0,367. Absolutni a relativni frekvence genotypti a alel

genu ABCBL1 jsou uvedeny v tabulce ¢. 6.

Frekvence Genotyp Alela
AA AB BB A B
absolutni 20 36 4 76 44
relativni 0.3333 0,60 0,0667 0,633 | 0,367

Tabulka €. 6 Absolutni a relativni frekvence genotypu a alel
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Z grafu ¢. 1 lze vycist procentické zastoupeni genotypt AA, AB, BB v genu
ABCBL1 ve sledované populaci.
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Genotyp genu ABCB1

Graf €. 1 Zastoupeni genotypt v genu ABCB1

5.3 Vliv genotypu na vék pri prvnim zachvatu

Z tabulky €. 7 lze vy¢ist ¢islo vzorku, genotyp, stafi psa pii odebrani vzorku
a v€k psa pfi prvnim projevu zachvatu. Stafi sledované populace se v dob¢ odebrani
vzorku pohybovalo v rozmezi 2 let (9 jedinct) az 10 let (1 jedinec) pficemz pramér
¢inil 5,3 let. Nejdiive se zachvat u psa ve sledované populaci objevil ve 3 mésicich
(1 jedinec), nejpozdé&ji ve 29 mésicich (1 jedinec). Praimérny veék vyskytu zachvati

u vSech genotypti dohromady je 13,6 mésict.
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: Vék pfi | Vék pri
Cislo Genotyp Stari prv_nim Cislo Genotyp Stari prv'nim
vzorku (roky) | projevu | vzorku (roky) | projevu
(mésice) (mésice)
1 AA 5 11 31 AB 6 10
2 AB 7 10 32 BB 9 16
3 AB 3 10 33 BB 9 18
4 AB 9 21 34 AB 9 20
5 AB 7 12 35 AA 10 21
6 AB 2 10 36 AB 2 23
7 AB 2 37 AB 6 10
8 BB 4 38 AB 6 11
9 AA 6 10 39 AB 8 12
10 AA 4 12 40 AB 5 16
11 AA 5 15 41 AB 4 14
12 8 12 42 BB 5 16
13 AB 9 13 43 AA 6 12
14 AB 6 10 44 AA 9 12
15 AB 6 14 45 AA 5 11
16 AB 7 10 46 AA 3
17 AB 8 10 47 AA 2
18 AB 9 29 48 AA 3 4
19 AB 3 20 49 AA 2 15
20 AB 5 23 50 AA 3 3
21 AA 9 19 51 AA 3 14
22 AA 8 10 52 AA 3 10
23 AA 7 15 53 AA 3 10
24 AB 2 18 54 AB 5 12
25 AB 3 18 55 AB 5 10
26 AB 3 12 56 AB 6 19
27 AB 2 15 57 AB 9 21
28 AB 2 14 58 AB 8 21
29 AB 3 10 59 AB 7 18
30 AB 2 9 60 AB 5 12

Tabulka €. 7 Vliv genotypu na veék pfi prvnim zachvatu
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U genotypu AA se prvni vyskyt zachvatu objevil nejdiive ve 3 meésicich
(1 jedinec), u genotypu AB v 9 mésicich (2 jedinci) a u genotypu BB se prvni zachvat
vyskytl také v 9 mésicich (1 jedinec). Rozdil ve vyskytu prvniho zachvatu mezi
genotypy AA, AB, BB ¢inil pul roku. Primérny vék zachvatu v genotypu AA byl
11,65 meésict, u AB 14,71 mésicii a u BB 14,75. Rozdil mezi zacatkem projevu
zachvatu u genotypu AA a BB ¢ini vice nez tfi mésice, zato rozdil mezi AB a BB je
véku pfi prvnich zachvatu na vyskyt epilepsie nejnachylngjsi, ale zachvaty se
projevily u vSech genotyptl. Rozdil je tak pouze ve véku pii prvnim vyskytu
zéchvatu. Primérny veék pii vyskytu prvniho zachvatu u jednotlivych genotypt

popisuje tabulka ¢. 8.

Genot Prameérné stari
yP (v mésicich)
AA 11,65
AB 14,71
BB 14,75

Tabulka €. 8 Primérné stafi pii vyskytu prvniho zachvatu

Graf ¢. 2 ukazuje prumérné staii psi pii prvnich zachvatu u jednotlivych

genotypu.
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Graf €. 2 Primérné stari psti u jednotlivych genotypt
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Z grafu €. 3 lze vycist, ze 49 jedincii (82 %) mélo prvni zachvat do 18 mésict
veéku. Od 19 do 36 mésict véku melo ve sledované populaci prvni zachvat 11 jedinct

(18 %). Je zde tedy vyrazna pievaha jedinci s vyskytem do 18 mésici.

60

N

0-18 19-36

mésice

Graf ¢. 3 Pocet psii s vyskytem zachvatu do 18. mésice a od 19. mésice

5.4 Statistické vyhodnoceni

Ackoli zvirata s genotypem AA méla nizs§i v€k pfi nastupu prvniho zachvatu,
prace statisticky nepotvrdila vliv genotypu v mnou studovaném lokusu na vek pfi

prvnim zachvatu a to na statisticky vyznamné hladin¢ (P 0,05).
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6. Diskuze

Z celkového poctu 60 sledovanych psi riznych plemen tvofili homozygoti
v genu ABCBL1 se zastoupenim alel AA 33 % (20 jedinct), heterozygoti AB byli
zastoupeni 60ti % (36 jedinci) a homozygoti BB méli nejmensi zastoupeni, a to
pouze 6,6 % (4 jedinci).

Alves et al. (2011) zkoumali vySe zminovanou mutaci v genu ABCBL1 u kolii.
Z celkového poctu 236 studovanych jedincl zjistili pouze u 1 jedince vyskyt
heterozygotniho genotypu. To predstavuje frekvenci vyskytu heterozygoti 0,4 %.
Vyskyt homozygotli s obéma alelami mutovanymi nebyl ve vyse uvedené studii
zaznamenan. Vysledky této studie jsou v rozporu s mymi zjiSténimi. V mnou
provedené studii tvofili heterozygoté prevazujici skupinu. Jejich vyskyt byl 60 %,
coz predstavuje nékolikandsobnou prevahu oproti vyskytu heterozygott ve studii
Alves et al. (2011). Rovnéz vyskyt homozygoti a jejich frekvence se 1isi. Oproti
nulové frekvenci homozygotli s mutovanymi alelami u border koliii byla frekvence
tohoto genotypu v mnou studované populaci 6,6 %. Z hlediska zastoupeni genotypu
S pivodnimi alelami lze u mnou studované populace zaznamenat vyrazny pokles.
Tento genotyp byl zastoupen s 20% frekvenci, coZz je pouha pétina frekvence ze
studie Alves et al. (2011) K jinym vysledkim ve své praci, zkoumajici zminénou
mutaci genu ABCBL a jeji souvislost s rezistenci na 1é¢bu fenobarbitalem u border
kolii dosli Mizukami et al. (2013). Sledovali 472 border kolii. Zjistili, ze vyskyt
mutované alely byl velmi vysoky a to 24,9 %. V mnou provedené studii byl vyskyt
této alely mnohonasobn& vys§i, konkrétné 63,3 %. Rozdil mezi vyskytem
homozygotti s ptivodnimi alelami je také vyrazny. Oproti 60 % Vv dané studii byl
v mnou sledované populaci vyskyt téchto homozygotti pouze 6,7 %, coz predstavuje
skoro desetinasobny rozdil. Stejné tak se liSi 1 procentudlni zastoupeni heterozygotu.
Ze studie Mizukami et al.(2013) vyplyva, ze heterozygoti tvotili 30,3 % populace,
kdezto v mnou sledované populaci se vyskytovalo 60 % heterozygotl, coz je
o polovinu vice. Vyrazné jina je i frekvence homozygotii s mutovanou alelou, kdy
oproti 9,8% frekvenci u border kolii, byla v mé studované populaci tato frekvence
33 %. Rozdily ve vysledcich frekvenci alel a genotypt mohou byt dany tim, Ze v mé
populaci se vyskytovalo vice plemen, kdezto Mizukami et al. (2013) provadéli studii
pouze na border koliich. Z vysledki Mizukami et al. (2013) piedpokladaji, ze

vysoky vyskyt mutované alely mize mit za nésledek zvySenou rezistenci na lécbu
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fenobarbitalem u idiopatické epilepsie. Ackoli v mnou provedené studii byla
frekvence mutované alely mnohonasobné vyssi, nemam k dispozici o rezistenci
k 1é¢be k dispozici. Weissl et al. (2011) zaznamenali ve své studii u australskych
ovc¢aku relativné podobné vysledky jako Mizukami et al. (2013). Tyto vysledky se
vSak zcela liSily od vysledki zjisténych z mé prace. Weissl et al. (2011) zkoumali
dvé skupiny: ptipadovou a kontrolni. Ob¢ Citaly 50 jedinct. Dospéli k vysledkim, ze
vyskyt frekvence heterozygotniho genotypu byl v pfipadové skupiné 22 %
a V kontrolni skupiné€ 18 %, coz je o dv¢ tietiny méné, nez frekvence v mé provedené
praci. V provedené praci u australskych ovcakid byl vyskyt frekvence
homozygotniho genotypu s mutovanou alelou 2 % u piipadové i kontrolni skupiny.
Tato frekvence v mé praci byla nékolikanasobné vyssi (33 %). Frekvence pro
homozygoty s ptivodni alelou byla u ptipadové skupiny 70 % a u kontrolni skupiny
80 %. Tyto frekvence jsou v porovnani s mymi vysledky (6,7 %) o nékolik desitek
procent niz$i. Rozdilnost mezi mymi vysledky a vysledky Weissl et al. (2011) mize
byt déna opét jednoplemennou studii a také tim, ze australsky ovcak neni tolik
proslechténym plemenem, proto je u n¢j vyskyt mutované alely vyrazné€ niz$i nez
v mé praci. K podobnym vysledkiim, co se tyce frekvence homozygotniho genotypu
s puvodni alelou jako v mé praci, dospéli i Munana et al. (2012). Ti ve své praci
zkoumali asociaci mezi ABCBL1 genotypem a vyskytem zachvatd u kolii s epilepsii.
Frekvence homozygotli s ptivodni alelou byla u kolii 14 %, vmé praci 6,7 %.
Spole¢nym znakem pro tyto dva vysledky je procentualné nejmensi zastoupeni
vyskytu tohoto genotypu. Pii porovnani s mou praci byl rozdil v zastoupeni
homozygotli s mutovanou alelou, ktery ¢inil 28 %. Rozdil mezi heterozygoty byl
pouha 2 %. V mé praci byl vyskyt heterozygotl nizsi. Relativni podobnost vysledkt
muze byt dana faktem, ze stejné jako v mé praci Munana et al. (2012) sledovali ve
své praci skupinu pst, kteti méli vSichni diagnostikovanou idiopatickou epilepsii.

vvvvvv 4

Homozygoti s mutovanou alelou méli statisticky prokazan diivéjsi nastup
zachvatl nez heterozygoti a homozygoti s pivodni alelou. V mé praci nebyl
statisticky vliv genotypu na vék zvitete pfi prvnim zachvatu na statisticky vyznamné

hladiné P 0,05 prokazan.
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7. Zaver

Cilem mé prace bylo zhodnotit, zda ma genotyp v daném lokusu vliv na vyskyt
epilepsie. Konkrétné¢ bylo pro testovani vybrano 60 pst, trpicich idiopatickou
epilepsii. Od nich byly odebrany vzorky krve nebo chlup s chlupovou cibulkou

a nasledn¢ provedena analyza genetického zaloZeni.

Testovan byl gen ABCB1 a vyskyt mutace €.-6-180T> G v tomto genu. Ve
sledované populaci by vyskyt genotypu 20 homozygotli s mutovanou alelou,
36 heterozygotli a 4 homozygoti s pavodni alelou. Frekvence vyskytu alely A byla
63,3 % a alely B 36,7 %. V porovnani s vysledky jinych studii se frekvence vyskytu
alel a genotypi podstatné liSily. Genotyp dle statistického zjisténi na hladiné

vyznamnosti P 0,05 nema vliv na vék pfi prvnim zachvatu.

Velké procento chovatelli stile uptednostiiuje jina kritéria pii vyberu psa nez
jeho genetické zalozeni. Faktory jako odkud pes pochazi, zdravotni stav pribuzenské
populace a obecné nemoci, které postihuji chovatelem vybrané plemeno, by mély byt
Vv chovatelstvi fazeny velmi vysoko. Pfi pfihlédnuti k témto faktorim je mozné do
budoucnosti snizit ¢i eliminovat nasledky dédi¢nych chorob. Mnoho chovatelt od
provedeni genotypizacni studie odrazuje c¢asovd ndro¢nost, velké mnozstvi
potenciondlnich chorob k testovani a prvni fadé piedev§im finan¢ni naklady.
Chovatelé si mnohdy neuvédomuji, Ze 1 pouze pomoci stravy ¢i spravného welfare
zvitete mohou snizit nasledky choroby. Jedin€ skutecny z4jem chovatele o celkovou
pohodu a zdravi a historii pfedkid psa mize pfispét ke sniZzeni Sifeni dédi¢nych
chorob.

DalS§im dulezitym aspektem je zjiSténi presného genetického zaloZeni
idiopatické epilepsie, které v tuto dobu neni zndmo. Existuje fada hypotéz, ale Zadna

nebyla potvrzena. Proto je velmi dilezité, aby vyzkumna c¢innost pokracovala

a pomohla tak odhalit mutace, které jsou za vznik IE zodpovédné.
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8. Seznam zkratek

Bp- par bazi

CNS- centralni nervovy systém

DNA- deoxyribonukleova kyselina

EDTA- etylenediamnetetraoctova kyselina
EEG-elektroencefalograf

IE- idiopaticka epilepsie

Kb- kilobaze

PCR- polymerazova fetézova reakce
RE-restrik¢ni endonukleéza

RFLP- polymorfizmus délky restrikénich fragmenth
RNA- ribonukleova kyselina

SDS- docecylsulfat sodny

rRNA- ribosomalni ribonukleova kyselina
tRNA- transferova ribonukleova kyselina

UV- ultrafialové zareni
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