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Molekularni detekce mutace genu MDR1 zodpovédné za
neurotoxicitu nékterych léka u psi

Souhrn

Bakalaiska prace na téma "Molekuldrni detekce mutace genu MDR1 zodpovédné za
neurotoxicitu nékterych 1éku u psd” zahrnuje literarni fteSerSi dané problematiky a
experimentalni ¢ast, ktera byla provedena na katedie genetiky a Slechténi. Literarni reserse je
zamétena hlavné na funkci efluxniho transportéru P-glykoproteinu a poruchu této funkce
zpusobenou mutaci kodujiciho genu MDR1. Jsou zde uvedena nejéastéji postizena plemena a
1éky, které slouzi jako substrat P-glykoproteinu a mohou se podilet na vySe uvedené
neurotoxicite.

Z literarni teSerSe je jednoznacné, ze mutace genu MDRI1 je zpiisobena deleci 4
nukleotidli ve 4. exonu na nukleotidové pozici 230. Dusledkem této mutace je posun cteciho
ramce a vytvoreni pfedcasného stopkodonu. Syntetizovany P-glykoprotein neni tplny a ztraci
svou ochranou funkci, kterd mimo jiné spoc¢iva v zabranovani penetrace xenobiotik do tkani
mozku. Recesivni homozygoti s mutaci genu MDR1 po podani nékterych 1é¢iv projevuji
znamky neurotoxicity, které mohou zahrnovat pohybové poruchy, problémy s koordinaci,
chvéni, zvraceni, dezorientaci az tthyn zvifete.

Mutace genu MDR1 postihuje mnoho plemen a jejich kiizenci a vzhledem k
bezptiznakovosti nosicl tohoto genetického postizeni, neni pro veterinarni pracovniky a
majitele pst jednoduché rozhodnout o piipadné 1écbe.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na izolaci DNA z bukalnich stéri jedincti plemen
border kolie, bearded kolie a Ceskoslovensky vI¢ak a optimalizaci DNA primerd. Dale
vytvofeni PCR markert, naslednou fragmenta¢ni analyzu na kapilarni elektroforéze a
sekvenaci PCR amplikonu.

Vysledky experimentalni ¢asti v naSi skupiné pst nepotvrdily literarné udavanou
alelickou frekvenci mutované alely MDR1, coz miize byt zptisobeno tim, Ze mutovana alela se
v ¢eskych chovech vySetfovanych psti zatim nevyskytuje anebo je jeji vyskyt velmi nizky.

Nicméné pouzitd metoda je neinvazivni a vhodna pro rychlou identifikaci psa, u
kterych se predpoklada anebo je riziko vyskytu mutované alely MDRL1 a to jak pro zahéjeni

1é¢by nebo majitele chovnych stanic k zabranéni zavleceni mutované alely MDR1 do chovu.

Kli¢ova slova: Canis familiaris, gen MDR1, mutace, P-glykoprotein, PCR, kapilarni

elektroforéza



Molecular detection of mutation in the MDRL1 gene responsible for the
neurotoxicity of certain drugs in dogs

Summary

This bachelor paper named "Molecular detection of MDR1 gene mutation responsible
for neurotoxicity of certain dog medication” covers literary research of given matter and
experimental part performed at the Department of Genetics and Breeding. The theoretical part
is mainly focused on the function of efflux transporters of P-glycoprotein and its inhibition
caused by MDR1 coding gene mutation. The most commonly affected breeds are subjected to
analysis as well as the medication functioning as a P-glycoprotein substrate that may be
attributed for above-mentioned neurotoxicity.

Based on the literary research, it is clear that the MDR1 gene mutation is caused by the
deletion of 4 nucleotides in the 4th exon on the nucleotide position 230. The result of this
mutation is shifted reading frame and creation of an premature stop codon. Synthesized P-
glycoprotein is not complete a loses its protective function that involves preventing
xenobiotics from brain tissue penetration. Recessive homozygote with MDR1 gene mutation
have neurotoxic symptoms after administration of certain medication that include movement
disorders, coordination problems, shivering, nausea, disorientation and even death. MDR1
gene mutation affects a number of breeds and their crossbreeds. With regard to unmarked
character of carriers of this genetic defect, it is substantially difficult for veterinary workers
and animal owners to determine an adequate treatment.

Experimental part is focused on isolation of DNA from buccal swabs of individual
subjects from the test group composed by border collie, bearded collie and Czechoslovakian
wolfdog breeds, and DNA primer optimization. Furthermore, PCR markers are created with
subsequent fragmentation analysis on capillary electrophoresis and PCR amplicon
sequencing. The results of the experimental part have not confirmed allelic frequency of
mutated allele MDR1 stipulated by the literary sources within the dog test group. This may
result from absence of mutated allele across Czech breeding stations or its rare occurrence.
Nevertheless, the used method is non-invasive and suitable for rapid identification of dogs
with indication or animals with high inclination to mutated MDRL1 allele. This method is
suitable for symptom examination prior to medical treatment or for preventing the

introduction of a mutated MDRL allele into an existing breeding station.

Keywords: Canis familiaris, MDR1 gene, mutation, P-glycoprotein, PCR, capillary

electrophoresis
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1 Uvod

Pes domaci (Canis lupus familiaris) je povazovan za nejstar$i zdomacnélé zvife.
Domestikace psa zapo¢ala pred 15 000 lety. Clovék vyuZival vlastnosti psa ke své potiebé, a
tak vznikl jedine¢ny vztah, ktery trva dodnes. Zadny jiny savec nema tak blizké spojeni
s clovékem. Psi se objevuji ve vSech svétadilech v odliSnych populacich a plemenech. Diky
Slechténi psi Clovékem existuje v dne$ni dobé piiblizné¢ 400 psich plemen. V populaci
Cistokrevnych pst je znamo pies 350 dédicnych chorob, které vznikly v inbridnich
programech pro zachyceni specialnich morfologickych znaki plemene.

MDR1 gen (multidrug resistant gene) je nezbytny pro tvorbu P-glykoproteinu, ktery je
dalezitym membranovym transportérem a je zafazovan do rodiny ABC transportérii. Mutace
v genu MDRL1 je oznacovana MDR1 nt230(del4) a jedna se o deleci ¢ty para bazi ve 4.
exonu, zpiisobujici posun ¢teciho rdmcee, a tim vytvofeni pied€asného stop kodonu. Ukonéi
se syntéza P-glykoproteinu. P-glykoprotein se stava netplnym, ztraci svou funkci a tim i
obrannou schopnost. U pst tato mutace zpusobuje neurotoxicitu po podani urcitych 1éku,
s typickymi pfiznaky jako neurologickd deprese, ataxie (porucha hybnosti zpiisobena
poruchou v nervovém systému), mydridza (rozsifeni zornice), docasna slepota, silné slinéni,
zvraceni, chvéni, koma az smrt.

Metoda, kterd je dnes zakladem ke vSem dalSim molekularné genetickym analyzam je
PCR, polymerazova fetézova reakce. Metoda umozituje namnozeni konkrétniho useku DNA
az do milionl kopii. Déle je moZzné navazat jinymi metodami ke zjisténi podrobnéjSich
informaci. Pro detekci PCR produktd je pak pouzivana horizontalni gelova elektroforéza,
kapilarni elektroforéza, sekvenac¢ni analyza a mnoho dal§ich metod.

Nejcasteji postizena plemena patii do skupin ov¢aku. Patii sem napfi. border kolie, kolie
kratkosrsta, kolie dlouhosrstd, némecky ovcak, bily Svycarsky ovcak, bobtail, Seltie,
australsky ovcak a dalsi ptibuzna plemena.

V této bakalarské praci jsou vybrana takova plemena, u kterych lze ptfedpokladat vyskyt
mutované alely MDR1. Jsou zde popsany rizné metody ke zjisténi delece MDR1 nt230(del4)
a jsou uvedeny postupy experimentu pouzité k detekci mutace MDR1 genu zodpoveédné za

neurotoxicitu u téchto plemen psi.



2 Védecké hypotézy a cile prace

2.1 Védecké hypotézy

Cile bakaléiské prace vychazeji z nésledujicich védeckych hypotéz:

Do skupin plemen s vyskytem mutace genu MDR1 patii nejéastéji kolie.

Lze ptedpokladat vyskyt této kauzalni mutace i v populacich dalsich plemen psii.

Toto recesivni dédi¢né onemocnéni je zpusobeno 4bp deleci genu MDR1 a lze
predpokladat, ze separace PCR amplikoni pomoci kapilarni elektroforézy je

dostatecné citliva pro detekci alelickych variant.

2.2 Cile bakalarské prace

Konkrétni cile prace vychézi z uvedenych hypotéz a jsou nasledujici:

Vypracovat uceleny literarni piehled zaméfeny na genetické pticiny vzniku
precitlivélosti pst k uréitym 1éktim a antiparazitikiim.

Dalsi cast prehledu bude zaméifena na moznosti aplikace molekularnich markert
umoznujicich pfi¢innou mutaci detekovat.

Z praktického hlediska bude zpracovan piehled laboratofti, které provadeji molekularni
diagnostiku této mutace.

Experimentalni ¢ast prace bude zaméiena na izolaci genomické DNA u vybranych
plemen psl, optimalizaci PCR amplifikace tseku MDR1 genu s pfedpokladanym
vyskytem kauzalni mutace, fragmentacni analyzu s vyuZitim kapilarni elektroforézy a

na sekvenaci navrZzeného markeru.



3 Literarni reSersSe

3.1 Puvod a domestikace psa

Nejvice rozsifenou hypotézou o ptivodu psa, Canis familiaris, je domestikace psa z vlka
Sedého, Canis lupus, ve vychodni Asii (Koler-Matznic, 2002).

VIik Sedy byl dominantni predator v Euroasii a Severni Americe. Jak ¢lovék expandoval
z Afriky a Euroasie, piisel do kontaktu s vlkem Sedym a tak se stal pes prvnim lidskym
spole¢nikem. (Levi a Wilmers, 2012).

Genetické analyzy prokazaly, ze pes domaci je geneticky bliz§i vlku Sedému (Canis
lupus), nez Sakalu zlatému (Canis aureus), kojotu (Canis latrans) nebo vicku Etiopskému
(Canis simensis), asijskému divokému psu (Cuon alpinus) nebo africkému divokému psu (pes
hyenovity) (Lycaon pictus), coz jsou vSechno ¢leni jedné ze tii fylogenetickych skupin druhu
Canis, ktera patii pod celed’ psovitych Selem (Canidae). Tato celed’ se piiblizné pred 40
miliony lety vyvinula z velké skupiny savct zvanych Selmy (Carnivora) (Lindblad-Toh et al,
2005).

Studii Broad bylo také dokazano, ze béhem vyvoje psa doslo dvakrat k velkému
poklesu populace psa domaciho tzv. bottleneck efekt. Poprvé tato situace nastala v rané fazi
domestikace a podruhé pfed 50-100 generacemi pii vzniku modernich plemen. Vzhledem
Kk tomu, ze v obou ptipadech bylo k dispozici malo jedinci, muselo dojit pfi rozmnozovani
K ptibuzenské plemenitbé (inbreedingu). Jednim z dusledkd tzv. bottleneck efektu jsou také
dédi¢nd onemocnéni (Sargan, 2004).

Pes se povazuje za nejstarsi zdomacnélé zvite. Zachovalé kostry pst z vykopavek jsou
staré¢ 10 000 - 15 000 let (Najmanova a Humpal, 1981). Ovodov et al. (2011) publikovali, Ze
nejstarsi fosilni nélez ,,psa” je stary 33 000 let a byl nalezen na Sibifi. Neni ale jisté, zda je
tato fosilie pfedek dnes Zijiciho psa nebo reprezentuje nepovedené pokusy o domestikaci
morfologicky podobného vyhynulého vika.

Psi se vyvijeli ve vzdjemném prospéSném vztahu s lidmi. Sdileli Zivotni prostor a potravni
zdroje. V poslednich stoletich ¢lovék selektivné Slechtil psy jako poslusné honice a lovce.
(Savolainen et al., 2002).

Ochocovani vlka se délo na riznych mistech a proto psi vykazuji zna¢nou variabilitu
V barvé a druhu srsti, velikosti, stavbou kostry a vlastnostmi. Pes byl tedy prvni zvite, jehoz

chov byl fizen &lovékem. Clovék dlouho vyuzival dobrych vlastnosti psa a zimérny chov aniz



by znal védecky geneticky podklad. Vytvérel si takovd plemena, kterd mu vyhovovala
urCitymi vlastnostmi ¢i télesnymi proporcemi. Vznikala tak rtiznd plemena psu, ktera se
chovaji s malymi obménami dodnes a jind zanikla. AZ po objeveni zakoni dédi¢nosti se
Cloveék zamétil na cilevédomy chov, kdy je vyuzivana Cistokrevna plemenitba a ne kiizeni
(Najmanova a Humpal, 1981).

Na zaklad¢ morfologickych variaci existuje v soucasné dobé ptes 400 psich plemen,
jako vysledek vyvoje plemennych standard a fizeného Slechténi. ZvySeni poctu psich plemen
se da povazovat za jeden z nejvétSich genetickych experimentl ¢loveéka. Pres 350 odlisnych
plemen bylo vyslechténo z ptivodniho genomu ,,wild wolf”. Morfologicka variabilita predci
behavioralni. Kazdé plemeno je reprezentovdno riznou velikosti a proporcemi. Napiiklad
dospé€la civava vazi pouhych 1,5 kg, na rozdil od skotského deerhounda, ktery dosahuje
v dospélosti vahy 70 kg. Zadny jiny savec nevykazuje tak velkou fenotypovou variabilitu
(Sadava et al., 2016).

Domestikovany pes je unikatnim genetickym poéinem v lidské historii. Zadny jiny
savec nema tak blizké spojeni s ¢lovékem po tak dlouhou dobu. Riznorodost psi morfologie
existuje po tisicileti a reprodukéni izolace mezi nimi byla formalizovéana v poloving 19. stoleti
chovatelskymi kluby a standardy. Od této doby je vyhlaSeno pravidlo, ze zadny pes se
nemuiZe stat registrovanym plemenem, ledaze jeho matka a otec jsou registrovani, to zarucuje
relativné uzavieny genofond v kazdém plemeni. V soucasnosti existuje vice nez 400
popsanych plemen, 152 z nich je uznano klubem American Kennel Club (AKC) ve Spojenych
statech. Plemena a jejich standardy jsou uzndny Mezinarodni kynologickou federaci (FCI).
V populaci cistokrevnych psit je popsano pres 350 dédicnych chorob. Mnoho podobnych
chorob je znamo u ¢lov€ka. Choroby se vztahuji na urcité plemeno nebo skupinu plemen jako
vysledek agresivnich inbreedingovych programli pouZzivanych pro ukotveni specidlnich
morfologickych znaka (Parker et al., 2004).

Prvni domestikovani psi se rychle rozsitili po celé Zemi a vysledkem jsou odlisné
populace a plemena, ktera se nachazeji v riznych svétadilech. Diky jednomu z nejvétsich
genetickych experimentd provadéném lidmi, doslo v minulych dvou stoletich ptimo k explozi
psich plemen, coz v disledku vedlo K rozsifeni a uchovani negativnich genetickych mutaci a
geneticky vazanych chorob.

K identifikaci genetickych zmén, které mély zasadni vliv na domestikaci psa a
k rekonstrukci jejich ¢asné evolucni historie byla generovana kvalitni sekvence genomu od tfi
vlki $edych (Euroasie - Chorvatsko, Izrael, Cina), kazdy z jiného piedpokladaného centra

domestikace psa. Déle byly pouzity sekvence od zékladnich psi linii. Basenji (Afrika), Dingo
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(Australie) a Sakal zlaty (Canis aureus) (Freedman et al., 2014). Bylo zji$téno, Ze zadny
jedinec z linie vlka z hypotetického domestika¢niho centra nestoji za vznikem zdrojové linie
pst, a ze psi a vlci se odchylili pied 11 000 - 16 000 lety v procesu zahrnujiciho extenzivni
kiizeni, které bylo nasledovano bottleneck efektem u viki.

Proces psi domestikace je stile malo prozkouman z diivodu nedostatku studii celého

genomu od vlki a psii z téchto center domestikace (Evropa, vychodni Asie, Blizky vychod).

3.2 Genom psa

3.2.1 Historie studii genomu psa

Nejlepsi ptitel ¢loveéka, Canis familiaris, zaujima specialni ¢ast v genomice. Unikatni
Slechtitelska historie domestikovaného psa poskytuje jedinecnou pftilezitost pro zkouméni
genetickych zakladi nachylnosti k onemocnéni, morfologické variaci a chovéani. Pozice psa
v savéim evolu¢nim vyvoji také vytvari dilezity ukazatel pro srovnavaci analyzu v lidském
genomul.

Pocateéni genetické zmény vedouci k fenotypu psa domaciho (Canis lupus familiaris)
jsou pravdépodobné spojeny se selekénim tlakem, ktery byl zpiisoben zménou zivotniho stylu
cloveka.

Psi genom je dulezity pro porovnavaci analyzy v savéi genomové biologii a evoluci.
Intenzivné byly analyzovany Ctyfi savéi genomy (Clovek, Simpanz, my$ a potkan), které
reprezentuji pouze jednu vyvojovou skupinu Euarchontoglires ze ¢tyi skupin placentalnich
savcu (Afrotheria, Xenarthra, Laurasiatheria, Euarchontoglires). Pes reprezentuje sousedni
skupinu Laurasiatheria (Murphy, 2001). Poskytuje statistické udaje pro dalsi
vyzkum lidského genomu (Thomas, 2003). Také pomahd vyvozovat zavéry o spole¢nych
piedcich téchto dvou skupin a poskytuje ,,most” ke zbyvajicim dvéma skupinam Afrotheria a
Xenarthra, které by mohli pomoci ustalit malo zndmé genomové sekvence u druht jako je
slon a pasovec (Margulies, 2005).

V Cervenci roku 2004 byl dokonc¢en projekt ,,Canine genome sequencing project”, jehoz
cilem bylo osekvenovani celého genomu psa. Tento projekt byl fizen Broad Institute of MIT
and Harvard (kratce zvany ,,Broad™ ) v Cambridge, Massachusetts (USA). Tento uspéch
poprvé publikovala Lindblad-Toth a jeji kolegové pocatkem prosince 2005 v Casopise Nature.
V nésledujicich mésicich pokracovaly dal§i vyzkumy zaméfené napiiklad na lokalizaci gent,
jejichz mutace vede u psi k tézkym onemocnénim anebo na tvorbu nového ptehledu evoluce

pst a psich plemen (Parker et al, 2004).



K osekvenovani prvniho psiho genomu byl pouzit vzorek DNA patfici fené¢ Boxera
jménem Tasha, dalsi osekvenovany genom nalezel plemenu pudla a od té doby bylo

sekvenovano a publikovano jesté nékolik psich genomu (Lindblad-Toh, 2005).

3.2.2 Stavba genomu psa

Psi genom obsahuje 2,8 bilion parti bazi v 39 péarech chromozomu. Je zde 19 000
protein kodujicich genti (Derrien et al., 2009). Celd genomova sekvence zjednodusila
vytvofeni mapy genetickych markert (specifické nukleotidy nebo kratké sekvence DNA
v urcitych lokacich na genomu). Genetické markery jsou pouzivany k vyhledani lokace gend,
které kontroluji urCité vlastnosti. Napf. Dr. Elaine Ostrander a jeji kolegové z National
Institutes of Health pomoci genetickych markerti zjistili, Ze u riznych plemen zavisi jejich
velikost na genu IGF-1 (growth factor 1). U velkych pst obsahuje alelu kodujici aktivni IGF-
1 a u malych plemen je odlisna alela kodujici méné aktivni IGF-1 (Sadava et al., 2016).

Genetické analyzy psich znakll jsou provadény diky blizkému vztahu s ¢lovékem
v moderni spolecnosti. Snahy AKC (American Kennel Club) a podobnych svétovych
organizaci umoznily vyhledani velikého poctu ptedkii pro mnoho cistokrevnych plemen.
S vyjimkou ¢lovéka je pes nejvice studovany organismus v medicinské praxi. PouZzivanim
genetickych analyz vyvinutych v poslednich 15 letech, védci jiz identifikovali mutace
v piiblizné 25 genech, které zpusobuji onemocnéni mendelovského typu (Galibert et al.,
2004).

3.3 Molekularni charakteristika genu MDR1

3.3.1 Gen MDR1

Gen MDRL je lokalizovan na chromozomu 14 a sklada se z 28 exont. Transkript genu
MDR1 velky 3846 bp koduje bilkovinu P-glykoprotein slozenou z 1281 aminokyselin.
Zvysena citlivost k nékterym druhtim 1ékd u psa je zptsobena mutaci genu MDR1 (Multidrug

Resistance Gene).

3.3.2 Mutace genu MDR1

Existence mutace genu MDRL1 u pst byla zjisténa v roce 1980 (Campbell et al., 1983),
kdy byla zavedena nova antiparazitika. Bylo zjiSténo, Ze tato mutace zplsobuje nachylnost
zvifete k potencidlné smrtelné neurotoxicité. Napf. je-li zvifeti z homozygotn€¢ mutovanym

MDR1 genem podéno antiparazitikum ivermectin, je mozné pozorovat pohybové poruchy,
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problémy s koordinaci, chvéni, zvraceni, zvife miize byt dezorientované nebo muize dojit az
ke smrti.

Tato mutace se nachazi ve 4. exonu. Jedna se o deleci 4 part bazi v palindromické
sekvenci GATAG (ATAG/GATA) na nukleotidové pozici 230. Dusledkem této mutace je
posun ctecitho ramce a vytvoreni ptredcasného stop kodonu na pozici 75 aminokyseliny.
Syntéza daného proteinu tzv. P-glykoproteinu (P-gp) je diky tomu ukonéena pied¢asné. P-gp
ztraci svou ochranou funkci a 1ék mize prochazet do nervovych tkani psa. P-gp je tedy
neuplny, na rozdil od neporuseného P-gp obsahuje pouze 10% sekvence aminokyselin.
Vysledny nefunkéni protein je zkraceny z 1281 aminokyselin na 91 aminokyselin (Mealey et
al., 2001).

Mutace je také oznacovana jako MDR1-1A, ABCB1-1A nebo MDR1 nt230(del4)
(Mizukami et al., 2012).

Vyvoj vhodného diagnostického testu pro detekci nt230(del4) MDR1 genu je dulezity
pro predisponované psy pied jejich 1écebnou terapii (Gramer, 2010). Bylo popsano nékolik
odlisnych metod pro detekci mutace MDR1 nt230(del4). Tyto metody maji riizné problémy
vcetné ¢asové nebo financni ndrocnosti a nedostatecné senzitivity. VEétSina metod je zaloZena
na PCR amplifikaci a nasledné detekci polymorfismu pomoci elektroforézy na
polyakrylamidovém nebo agar6zovém gelu.

V posledni dob& byla pouzivana metoda fluorogenic 5 nuklease TagMan allelic
discrimination, ktera umoZziiuje MDR1 genotypovani bez ptredeslého PCR zpracovéni a je
uzitecna pii rutinni diagnostice (Geyer a Janko, 2012).

Mutace MDR1 genu byla detekovana u vice nez 10 plemen Ccistokrevnych pst a
ktizencli plemen. Mezi tato Cistokrevna plemena patii kolie kratkosrstd, kolie dlouhosrsta,
border kolie, Seltie, australsky ovcak, bobtail (staroanglicky ovcak), bily Svycarsky ovcak,
dlouhosrsty vipet, anglicky ovcak, willer, némecky ov¢ak a dal$i. ProtoZe je tato mutace
Siroce rozsifena je velmi t€zké pro veterinarni 1ékaie a vlastniky pst rozpoznat, jestli dany pes
je nositelem této mutace (Gramer et al., 2010).

Je vysoce pravdépodobné, Ze postizeni tohoto genu pochézi z jedné rodové mutace, tedy
Z jednoho jediného psa (ktery Zil pravdépodobné ve Velké Britdnii kolem roku 1800) a
rozsitila se (Geyer a Janko, 2012).

V roce 2011 byla publikovana prace Gramer I. a kol. v ¢asopise The Veterinary Journal.
V této préaci bylo vysetieno 7378 psi z Némecka. VysSetieni bylo provedeno na vzorcich
periferni krve. Genomova DNA byla izolovana z 200ul krve odebrané¢ do pufru EDTA.

Vysetfeni bylo provedeno na psech z deviti Cistokrevnych plemen (kolie, dlouhosrsty vipet,
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Seltie, mini australsky ovc¢ak, australsky ovcak, willer, bily Svycarsky ovcak, staroanglicky

ovcak a border kolie). Do vysetfeni bylo zahrnuto i mnoho pifibuznych kiizenct téchto

plemen a jinych kiizencu.

Tabulka 1 Vysledky z vySetieni 7378 psti na mutaci MDR1 v Némecku v roce 2011 (Gramer et

al., 2010)
Psi plemena Potet psi Alelicka frekvence Genotyp (%)
(%) MDR1 (+) MDRL1 (-/-) | MDR1 (+/-) | MDR1 (+/+)

Kolie* 2227 59 19 45 36
Dlouhosrsty vipet 20 45 25 60 15
Seltie 960 30 49 43 8
Mini Australsky ovéak 72 24 54 43 3
Australsky ovéak 1980 22 62 32 6
Wiiller 110 17 65 35 0
Bily $vycarsky ovéak- 274 14 75 23 2
Staroanglicky ov¢ak 67 4 92 8 0
Border kolie 527 1 98,7 0,9 0,4
P#ibuzna plemena** 261 8 86 12 2
Neznami kiiZenci*** 118 2 97 3 0

*Americka kolie, kratkosrsta a dlouhosrsta kolie a kolie byli vSechny zatazeny do skupiny

kolie.

** Psi, u kterych bylo znamo plemeno alespon jednoho z rodi¢u (kolie nebo border kolie).

***Psi, u kterych nebyl znam pivod rodica.

Z tabulky 1 je patrné, ze byl v této studii nalezen velky pocet heterozygoti MDR1 (+/-

) ale i recesivnich homozygoti MDR1 (+/+). Vzhledem k tomu Ze vSechna tato plemena jiz

byla vySetfovana na tuto mutaci v jinych studiich, byl tento vysledek ocekavan. Bylo

zajimavé, Ze u plemen, kterd byla pfibuzna s predisponovanymi ¢istokrevnymi plemeny pst

(bearded kolie, anatolsky pastevecky pes, anglicky chrt, belgian tervuren, kelpie, australsky

honacky pes, barzoj a irsky vlkodav) nebyla zjisténa zadna mutace v genu MDRL.

3.3.3 Model dédi¢nosti genu MDR1

Dédicnost genu MDR1 je autozomdlné recesivni (AR). V praxi to znamend, ze

postizeni jedinci jsou recesivni homozygoti (aa), pfenaseci jsou zdravi heterozygoti (Aa) a

dominantni homozygoti (AA) jsou zdravi jedinci bez moznosti pienosu poruchy genu MDR1.




Postizeni jedinci jsou nejcastéji oznacovani jako ,,affected” nebo +/+, penaseci jako ,,carrier™

nebo +/- a zdravi jedinci jako ,,normal* nebo -/-.

Tabulka 2 Autozomalné recesivni dédi¢nost (Laboklin 2007)

Otec | Matka | Potomci

+/+ +/+ 100% +/+

+/+ +/- 50% +/+, 50%-+/-

+/+ -/- 100% +/-

+/- +/+ 50% +/+, 50%-+/-

+/- +/- 25% +/+, 25% -/-, 50% +/-
+/- -/- 50% +/-, 50% -/-

-/- +/+ 100% +/-

-/- +/- 50% +/-, 50% -/-

-/- -/- 100% -/-




Tabulka 3 Frekvence MDR1 genotypu z celosvétovych studii (Gramer et al., 2010) - 1. ¢ast

USA USA Némecko Velka Britanie Francie | Japonsko | Némecko | Velka Britanie | Severo-zapadni ]
Plemena Australie (i)
(@) (b) (© (d) (e) () (9) (b) USA (h)
MDRI(-/-) 22,60% 26% 23,90% 7,10% 20% 25% 50% 14,90% 22,50% 12,10%
MDR1(+/-) 42% 46% 43,10% 40,50% 32% 33,30% 50% 51,10% 42,50% 63,60%
Kolie MDRI(+/+) 35,40% 28% 33% 52,40% 48% 41,70% 0% 34% 35% 24,30%
n 1424 161 578 42 25 12 14 9% 40 33
AF 56% 51% 55% 73% 64% 58% 25% 60% 56% 56%
MDRI(-/-) 88,20% 84,20% 45,70% 40,80% - 97,60% 33,30% - - 57,10%
MDR1(+-) 10,50% 14,70% 48,60% 47,00% - 2,40% 0% - - 42,90%
Seltie MDRI(+/+) 1,30% 1,10% 5,70% 12,20% - 0% 66,70% - - 0%
n 448 190 140 49 - 42 3 - - 7
AF 7% 8% 30% 36% - 1% 67% - - 21%
MDRI(-/-) 53% 68,50% 67,90% 32,10% - 44,40% 33,30% - - 35,70%
Australsky MDR1(+/-) 37% 29,80% 25,20% 42,90% - 44,40% 66,70% - - 42,80%
. MDRI(+/+) 10% 1,70% 6,90% 25% - 11,20% 0% - - 21,50%
DRELS n 1421 178 333 28 - 9 g - - 14
AF 29% 17% 20% 46% - 33% 33% - - 43%
MDRI(-/-) 98,40% 100% 99,10% 95,30% - - 87,50% - - -
MDR1(+-) 1,30% 0% 0,60% 4,70% - - 12,50% - - -
Border kolie MDRL(+/+) 0,30% 0% 0,30% 0% - - 0% - - -
n 306 222 334 43 - - 8 - - -
AF 1% 0% 1% 2% - - 6% - - -
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Tabulka 4 Frekvence MDR1 genotypu z celosvétovych studii (Gramer et al., 2010) — 2. ¢ast

USA USA Némecko Velka Britanie Francie | Japonsko | Némecko | Velka Britanie | Severo-zapadni
Plemena Australie (i)
@) (b) (c) (d) (e) (f) (9 (b) USA (h)
MDR1(-/-) 97,50% 92,70% 87,50% 78,80% 2 - N - - -
Staroanglicky MDR1(+/-) 2,50% 7,30% 12,50% 21,20% . N - - - -
ovéak n 40 151 24 33 . - N N . -
AF 1% 4% 6% 11% 2 - N - - -
MDR1(-/-) 63,10% 51,80% - - N - - - - -
.. [ MDRI1(+- 33,70% 44,60% R - - - - - N -
Mini Australsky ¢h) ’ ’
MDRI(+/+) 3,20% 3,60% - - N - - - - -
o
ovéak n 285 56 - - - - - - - -
AF 20% 26% - - N . - - N -
MDR1(-/-) 41,70% 32,60% - 2 - N : - - _
, MDR1(+/- 58,30% 51,70% - 2 - - - - N -
Dlouhosrsty ) ° ’
) MDR1(+/+) 0% 15,70% - 2 - N : - - -
Wiges n 24 89 = 2 N - - - N -
AF 29% 2% - 2 - N - - - -
MDR1(-/-) N 68,60% - - - - - - N -
MDR1(+/-) - 28,60% - - N : - - N -
McNab kolie* MDR1(+/+) - 2,80% - - - - - B . N
n - 35 - - - - - - B N
AF - 17% - N N : - - N -
MDR1(-/-) 68,80% 65,50% = - N . - - . -
Silken MDR1(+/-) 31,20% 33,30% - 2 - N - - - -
MDR1(+/+) 0% 1,20% - . N - - - N -
H *
Windhound - T o s - - . - - - -
AF 16% 18% - 2 - N - - - -
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Tabulka 5 Frekvence MDR1 genotypu z celosvétovych studii (Gramer et al., 2010) — 3. ¢ast

USA USA Némecko Velka Britanie Francie | Japonsko Némecko | Velka Britanie | Severo-zapadni ]
Plemena Australie (i)
@ (b) (c) (d) (e) (f) 9 (b) USA (h)
MDR1(-/-) 89,80% 100%
MDR1(+/-) 8,40% 0%
Némecky ovéak | MDRL(+/+) 1,80% 0%
n 166 95
AF 6% 0%
MDR1(-/-) 100% 85,70%
L MDR1(+-) 0% 14,30%
Anglicky ovcéak
n 28 91
AF 0% 7%
MDR1(-/-) 62,90%
B MDR1(+/-) 37,10%
Willer*
n 62
AF 19%

*- Mini Australsky ov¢ak- Americky piivod, neuznané FCI (Fédération Cynologique Internationale)

- Silken Windhound- Americky ptivod, neuznané FCI (dlouhosrsty vipet + barzoj)

- McNab kolie- Americky ptivod, neuznané FCI

- Wiiller- Némecky ptivod, neuznané FCI

a)
b)
c)
d)
e)

Mealey a Meurs (2008)

Neff et al. (2004)

Geyer et al. (2005b)
Tappin et al. (2008)
Hugnet et al. (2004)
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9)
h)

Kawabata et al. (2005)

Baars et al. (2008)

Mealey et al. (2002)
Mealey et al. (2005)




3.4 ABC transportni proteiny

ABC transportéry, mezi které patii p-glykoproteiny, jsou rozsifenou skupinou
transportérti vyskytujicich se u prokaryotickych bunék, rostlin a zivoCichii. ABC transportni
proteiny Vv eukaryotickych burnikach pienaseji ionty, cukry, aminokyseliny a dal$i molekuly
skrz vSechny bunécné a organelové membrany (bunéénd membrana, mitochondrie,
endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat a dalsi). Vyjimku tvoii jaderné membrany, které
maji pory. Pohyb iontl a jinych molekul do buriky se nazyva influx a pohyb z bunky jako
efflux.

ABC transportéry pro svou funkci spotfebovavaji energii hydrolyzou ATP. Substraty
pro tyto ptenasece jsou fosfolipidy, peptidy, steroidy, polysacharidy, aminokyseliny,
nukleotidy, 1éCiva, toxiny a rizné metabolity. Hlavni role ABC transportérii je ovlivnéni
absorpce, distribuce a exkrece toxickych latek. Proto jsou lokalizovany v organech
S bariérovou a exkre¢ni funkci (jatrech, ledvinach, stfevech, plicich, gonadach, mozku a
placent¢) (Dostalek a kol., 2006).

V soucasné dobé je jiz znamo velké mnoZstvi transportnich proteini. U vétSiny byl
identifikovan kodujici gen vcetné lokalizace na chromozomu. Z farmakologického hlediska

vvvvvv

jednosmérny pienos substratu, vzdy z intracelularniho prostfedi do extraceluldrniho (Lehne,
2000).

ABC geny koduji transportni a kandlové proteiny, které se na bunéénych membranach
formuji v péry a vnitrobunécné nukleotid- vazané domény pro ATP zavisly pienos substratii
nebo iontti pies bunéénou membranu (Hodges et al., 2011).

Do ABC transportéri (ATP Binding Cassette proteintl) je zafazovan P-glykoprotein
nebo také MDR1 (Multi Drug Resistance protein 1). Do této skupiny patfi fada dalSich

membranovych bilkovin.
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3.5 P-glykoprotein

P-glykoproteiny patii do rodiny ABC transportéri (ATP binding cassette’s). Jsou tedy
energeticky zavislé. ABC transportéry se vyskytuji u raznych biologickych druhti (Vicek et
al., 2002).

3.5.1 Historie identifikace P-glykoproteinu

P-glykoprotein (zkracen¢ P-gp) byl objeven v Kanadé v roce 1976 Julianem a Lingem
a izolovan z ovariadlnich bun¢k ¢inského kiecka (Cricetulus griseus), ktery byl rezistentni na
chemoterapeutika. Byla zjiSténa souvislost mezi snizenou prostupnosti membrany ovaridlnich
nadorovych buné¢k ¢inského kiecka pro kolchicin (ma cytostatické ucinky- muize tak zabranit
nekontrolovatelnému déleni bunék pfi rakovinném bujeni) a vzestupem exprese
vysokomolekularniho glykoproteinu (170 000-180 000 Da), ktery byl oznacen jako P-
glykoprotein. P-gp byl nasledné identifikovan jako hlavni slozka funkéni rezistence téchto
bunck. O mnoho let pozd¢ji byla izolovana cDNA (komplementdrni DNA) z Iékové
rezistentni rakovinné bunééné linie. Tyto bunky byly vybrany pro jejich rezistenci na
kolchicin, vinblastin a doxorubicin. Nasledné bylo pouzito ozna¢eni MDR1 pro gen kodujici
P-gp. Pouzitim bioinformatickych analyz byl MDR1 gen fylogeneticky klasifikovan jako
zastupce Bl z ABC transportni skupiny. MDR1 (ABCBL1) gen se vyskytuje u vSech savcu.
Zvlastnosti je, ze u hlodavcu je tento gen duplikovan (oznafen jako MDRla a MDR1b)
(Geyer a Janko, 2012). Védci ho zacali povazovat za vyznamnou a kliCovou strukturu
zodpovédnou za rezistenci nadorovych bunék vii¢i chemoterapii (Geyer et al., 2005a).

Tento fosfoglykoprotein nebo ,,propustny™ glykoprotein byl identifikovan jako pfic¢ina
redukce plsobeni 1€kl na buiiky tim, Ze aktivné vytlacuje 1€k z buiky. Fyziologicky dopad
této efluxni pumpy byl v roce 1994 vyuzit Schinkelem a jeho kolegy, ktefi zjistili zvySenou
penetraci antiparazitik (ivermectinu) v mozku geneticky upravenych mysi postradajici
ABCB1. U zvifat, kterd pfirozené postrddala ABCBI, byla pozorovdna neurologickd a
plodova toxicita kvuli prostoupeni 1éku ptes bariéru mozek-krev a krev-placenta kde je P-gp
normalné¢ aktivni. Delece Ctyt part bazi (ABCBI1-1A) byla pozdé¢ji identifikovana jako pficina
nefunkéni alely u pst. To vedlo k navrzeni zmén v davkach 1éka ve veterinarni mediciné. U
¢loveka nebyla tato spontanni delece u ABCBI1 popsana, ale nefunk¢ni varianta byla nalezena
u dvou heterozygotnich jedincl, u kterych byla nalezena zména ve druhé ATP vazajici

doméné u P-gp (Hodges et al., 2011).
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Historie popisu funkce P-glykoproteinu se datuje od roku 1990. Védci v laboratori
meli k dispozici dva typy mysi. Knockout mysi (v naSem piipadé s inaktivovanym genem
MDR1) a wild typ mysi (s pivodnim nezménénym genem MDR1). Tyto dva typy mysi se od
sebe nijak neliSily. Neméli zadné anatomické abnormality, byly zdravé i plodné. Z toho bylo
vyvozeno, ze P-glykoprotein neni nezbytny pro zakladni zivotni funkce. Vzhledem k tomu, ze
u my$i dosSlo k napadeni rozto¢i, podle laboratorniho protokolu byl pouzit 1€k ve spreji
ivermectin. Druhy den byly knockoutované mys$i mrtvé a wild type mysi byly zdravé bez
jakychkoli vedlejSich pfiznakii. Bylo zjisténo, ze u mrtvych mysi koncentrace ivermectinu
v mozku byla 100x vyss$i nez u mysi s nemutovanym MDR1 genem. Timto nadhodnym
zjisténim se oteviela cesta dal$im studiim P-gp sledujici jeho roli v systému transportu 1éka

(Dowling, 2006).

3.5.2 Struktura P-glykoproteinu

Messenger RNA (mMRNA) kodovana MDR1 genem je dlouha 4872 part bazi a dava
podklad pro vznik proteinu, ktery obsahuje 1280 aminokyselin. Tento protein je oznatovan
jako P-glykoprotein (P-gp). Sekundarni struktura P-gp obsahuje dvé homologni ¢asti, pficemz
kazda obsahuje Sest transmembranovych domén a nukleotid-vazebnou doménu. Existence a
pocet variant je nedeterminovany. Bylo provedeno mnoho pozorovéani od nizkého rozliSeni
krystalické struktury P-gp u bakterii a ovarialnich bun¢k ¢inského kiecka, po vysoké rozliSeni
struktury u mysi s prokazanou 87% sekvenéni identitou s ¢lovékem (Hodges et al., 2011).

Struktura P-gp pfipomina valec, ktery ma primér 10 nm a maximalni vysku 8 nm. Je

piiblizné z poloviny ukryty v bunééné membrané, kterd ma primérnou tloustku fosfolipidove
dvojvrstvy 4nm (Chin et al., 1989). VSechny transmembranové domény p-glykoproteinové
molekuly vytvaii obrovsky vodni porus o priméru 5 nm (Noskova a kol., 2000).
P-gp vytvaii velky vodni kanal uzavieny smérem k cytoplazmé a otevieny do extracelularniho
prostoru (Rosenberg, M. F., 1997). Tvoii jej monomerni transmembranova bilkovina, ktera je
tvofena dvéma analogickymi ¢astmi se 43% sekvencni homologii. Obé poloviny (oznacovany
jako N- a C- konec ) jsou slozeny z 12-ti transmembranovych a-helix Sroubovic. Jsou
oddéleny Sesti extracelularnimi, hydrofilnimi smyckami. Obé homologni poloviny jsou
propojeny peptidovym segmentem slozenym ze 75 aminokyselin. V cytosolu jsou dvé velké
domény (smy¢ky) na kterych dochazi k hydrolyze ATP, pfi niz se uvolfiuje energie vyuzivana
pro transport substratu. Toto ATPazové misto je charakteristické pro ABC proteiny (Dean,
2001).

15



P-gp je pravdépodobné nejvice prostudovany MDR-ABC transportér. Je to polypeptid
kédovany genem slozenym z 28 exontl. P-gp existuje ve vétsim poctu raznych isoforem, které
jsou si podobné ve vice jak 70% (Hennesy a Spears, 2007).

Molekularni hmotnost P-gp je udavana mezi 170-180 tisici da (daltona).

Obrazek 1 Struktura P-glykoproteinu (Lehne, 2000)

Struktura P-glykoproteinu

extracelularni prostor

cytoplazmaticka
membrana

intracelularni prostor

NH; COOH
ATP binding cassette ATP binding cassette

P-glykoprotein se nachazi na apikdlni strané¢ bun¢k. Ta je pfivracena k lumen tady
organti. Tvofi ho dvé homologni poloviny aminokyselinového fetézce. Kazda polovina
obsahuje 6 hydrofobnich transmembranovych domén tvoficich efluxni kanaly a jednu

hydrofilni intracelularni doménu schopnou vazat ATP (ATP binding cassette).

3.5.3 Mechanismus funkce P-glykoproteinu

Molekularni mechanismus funkce P-glykoproteinu neni stale uplné€ jasny. Existuje
mnoho teorii a modelt o funkci P-gp.

Propojeni a funk¢éni kooperace obou polovin P-gp je nutna pro spravnou funkci P-gp a
pfenos substratu. Jakmile je prerusen funkéni vztah mezi oblastmi interagujicimi se substraty

a oblastmi na kterych se hydrolyzuje ATP, protein ztraci svoji funkci (Loo a Clarke, 1994).
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Jako prvni byl vroce 1988 popsdn model pumpy. Specifickd vazebna mista
rozeznavaji své substraty, které jsou pumpovany pies cytoplazmatickou membranu za vyuziti
energie uvolnéné pii hydrolyze ATP (Gottesman a Pastan, 1988).

Dalsi teorie poklada zmény ve fyzikalné-chemickych vlastnostech cytoplazmatickych
membran vyvolanych P-gp za vlastni mechanismus funkce pfenasece umoznujici transport
jeho substrati. Vzhledem k absenci zmén fyzikalné-chemickych vlastnosti membran u fady
bunék exprimujicich MDR1, nemlze byt tento mechanismus dostateCnym vysvétlenim jeho
funkce (Ambudkar et al., 1999).

Podle jiné teorie pracuje P-gp mechanismem tzv. flipdz. Tento model podpofil objev,
ze produkt genu MDR2 je fosfatidylcholin translokaza (tedy lipdza) potfebna k vypuzeni
fosfatidylcholinu do Zlu¢e (Ruetz a Gros, 1994).

Nejcastéji prezentovana teorie funkce P-gp je katalyticky cyklus. V tomto modelu N- a
C- konec vytvaieji nejméné dveé rizna vazebna mista nazyvana ON a OFF. Na ON misto se
vaze substrat, ktery pfistupuje z vnitfni cytoplazmatické membrany. Po hydrolyze ATP
dochazi ke konformaéni zméné, kterd zplisobi pokles afinity substratu k ON mistu a latka se
pfemisti na OFF misto, tedy bliZze k vné&jSimu povrchu. Poté dojde k uvolnéni latky z OFF
mista. Existuji dvé alternativy popisu tohoto transportniho cyklu. V prvnim modelu se
predpokladd, ze navazani substratu snizuje aktivacni energii a zvySuje afinitu pro molekuly
ATP a v druhém modelu se ATP a substrat vazi nezavisle na sob¢é (Higgins, C. F., 2004;
Sauna, Z. E., 2001).

Na kazdy transport pomoci P-gp jsou spotifebovany 2 jednotky ATP. Energie
zjednoho ATP je po navazani substratu vyuzita ke konformacni zmeéné, kterd umozni
pfesunout substrat extraceluldrn€. Energie z druhé ATP je vyuzita k ndvratu transportéru
Kk vychozimu stavu s moznosti dalsi aktivity. P-gp stejné jako ostatni bilkoviny je fyziologicky
regulovan prostfednictvim jadernych receptorti. Protoze P-gp patii do prvni linie ochrany pred
toxickymi lipofilnimi latkami, jeho zvySena aktivita mize byt indukovana jak 1éCivy nebo
jinymi chemickymi latkami, tak 1 fyzickym stresem, UV zafenim, rentgenovym zatfenim,

tepelnym Sokem atd (Seelig, 1998).

3.5.4 Fyziologicka funkce P-glykoproteinu

Lékové interakce vyznamné ovliviwuji farmakoterapii, a proto je dilezité znat jejich
mechanismus. Nejméné znalosti mame z oblasti transportnich proteind, které jsou zatim
kratkodobé sledovany v souvislosti s lékovou interakci. Transportéry v organismu

(oznacované jako P-glykoproteiny) ovliviiuji intestinalni absorpci, hepatalni a renalni exkreci
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mnoha 1éCiv. Zname jiz vice nez 60 substrati P-glykoproteini. Mezi jejich inhibitory patii
vice nez 40 klinicky vyznamnych latek. Transportni proteiny (transportéry) odpovidaji za
transmembranovy pienos. Pfendsi mnoho strukturné odlisSnych endogennich i exogennich
latek. Aktivné transportuji ionty, cukry, aminokyseliny, peptidy, 1éCiva a jejich metabolity.
Pozornost se zamétuje hlavné na tzv. efluxni transportéry zvané P-glykoproteiny. P-
glykoproteiny mohou 1é¢bu komplikovat svymi funkénimi mechanismy, kdy jejich nadmérna
exprese zpusobuje ,,pumpovani” molekuly 1éciva ven z bunky. Komplikuji 1 protinadorovou
1écbu kdy snizuji akumulaci cytostatik v nddorovych buiikach. Tyto jevy jsou oznaCovany
jako ,,MDR* neboli ,multidrug rezistence®. Nejvyssi mnozstvi mRNA pro translaci P-
glykoproteinu byla pomoci metody RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)
nalezena v ledvinach a adrenalnich zlazach, men$i mnozstvi pak v jatrech, plicich, stfevni
sliznici, T lymfocytech a lymfoidnich bunkach kostni dfené. Nejméné ji bylo v prostaté,
mozku, svalové tkani, kizi, slinivce, zalude¢ni sliznici a ovariich. Zde plni P-glykoprotein
exkre¢ni a bariérovou funkci (VIcek et al., 2002).

P-gp slouZi k eliminaci 1éCiv cestou hepatdlni, renalni a intestinalni exkrece. U
pokusnych zvitat byla pozorovana i vyssi akumulace 1é€ivych latek v jatrech, mozku a srde¢ni
tkani. Dochazi ke snizené eliminaci a zvySené biologické dostupnosti 1€¢iv u pokusnych zvitat
(VIcek et al., 2002).

Je oznacovan jako hydrofobni vakuovy ¢isti€ kvili schopnosti premistit lipidy a 1é¢iva
pfes bunénou membranu. Tvofi obranu proti endogennim a exogennim toxinim. Jak
napovida funkce, P-gp je situovan v epitelialnich buiikach organi podilejicich se na absorpci
a distribuci latek. Patii sem enterocyty, bunky hematoencefalické a testikularni bariéry a také
na mistech s Cist¢ exkrecni funkci (v kanalikularni membrané hepatocytii, na apikalni strané
epitelovych bun€k zlucovych kanalkd a renalniho proximalniho tubulu) (Sun et al., 2004).

Za jednu z vyznamnych pfi¢in rozvoje mnohocetné lékové rezistence, tzv. MDR
(multi drug resistance), mize vysoka aktivita P-gp vznikajici nadmérnou expresi genu MDR1
u nadorovych bunék. Prvni zminka o indukované terapii u mysich leukemickych bunck je
z roku 1950 (Burchenal a Robinson, 1950). V roce 1973 byla zjisténa spojitost mezi efluxnim
transportem daunomycinu s rezistenci k jinym chemoterapeutikim (napf. vinca alkaloidiim).
(Dano, 1973). Kazdopadn¢ souvislost s nadmérnou expresi P-gp byla nalezena az pozdé;ji.
ZvySena exprese genu MDR1 muzZe byt také vyuzita v predikci Spatné prognozy u nékterych
onemocnéni lidi (napf. u détské akutni lymfoblastické leukémie nebo u rakoviny prsu)

(Dhooge C., 1999, Trock, B.J., 1997).
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Syntéza P-gp probihda Vv endoplazmatickém retikulu a nachazi se v epitelidlnich
buiikach (gastrointestindlni trakt, jatra, ledviny) a kapildrach (mozek, varlata, vajecniky,
nadledvinky), kde zabranuje absorpci xenobiotik (Filipits, 2004). Jeho nadmérné exprese a
funk¢nost je jednou z hlavnich pii¢in 1ékové rezistence k terapii. Dale je soucasti distribuce a
transportu nékterych endogennich latek napt. cholesterolu, kortisolu, glutation-S-konjugatt a
podili se i na syntéze steroidnich hormont. Pravdépodobné se ucastni transportu nékterych
cytosini  z perifernich T-lymfocyti (Drach et al., 1996) a podili se na mobilizaci
dendritickych bunék z periferic do lymfatickych wuzlin ¢imz iniciuje T-lymfocyty

zprostiedkovanou imunitu (Randolph et al., 1998).

Obrazek 2 Funkce P-glykoproteinu (Lehne, 2000)

P-glykoproteinovy efflux

extracelularni prostor

i T
AL A AL
90080000

Intracelulami prostor

Eflux exogennich (A,B) a endogennich latek (C)
A- lipofilni 1é¢ivo je schopné prochazet membranou pasivni difuzi a muze byt
exkretovano v opa¢ném sméru P-glykoproteinem
B- lécivo ve formé kladné¢ nabitého iontu Vplazmé€ je aktivnim transportem
transportovano na vnitini stranu plazmatické membrany (zlistdvd zde zanotfeno
vzhledem k amfifilnim vlastnostem) a muze byt transportovano zpét P-
glykoproteinem do extracelularni tekutiny
C- endogenni latka vlastnostmi podobnd latkdim A a B miiZze byt exkretovana P-

glykoproteinem
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3.5.5 Substraty P-glykoproteinu

Pro P-gp je typické, ze s nim interaguje velké mnozstvi latek funkén€ i chemicky
znacn¢ odlisnych. Patfi sem mnoho xenobiotik, riizna 1é¢iva, ale i endogenni hormony a jiné
latky (Pechandova et al., 2006).

Mnoholety vyzkum P-gp byl zaméfen na chemoterapeutickou rezistenci nadorovych
bunék a jako prvni P-gp substraty byly identifikovany cytostatické 1éky. Dnes je znamo, ze P-
gp ma Sirokou substratovou specifitu a transportuje velky pocet strukturné nesouvisejicich
1€kt a xenobiotik zahrnujicich protirakovinné 1éky (vinca alkaloidy, paclitaxel, doxorubicin),
imunosupresiva (cyklosporin, tacrolimus), antiparazitika (ivermectin, moxidectin, selamectin,
milbemycin), antimikrobialni 1éky (erytromycin, rifampicin, ketoconazol, levofloxacin),
srdecni 1éky (dioxin, verapamil, diltiazem, quinidin, talinolol, losartan), opidty ( morphin,
loperamid,butorphanol, fentanyl), steroidni hormony (kortisol, dexamethasone, aldosteron) a
mnoho dal$ich (cimetidine, fexofenadin, acepromazin, domperidon, ondansetron). VétSina P-
gp substratti jsou hydrofobni molekuly. Proto je P-gp oznacovan jako hydrofobni vakuovy
¢istic kvuli hydrofobnim molekulam pevné usazenych plazmatické membrané. Kromé
nadorovych tkani P-gp vykazuje vysokou expresi i v jinych tkanich. Navic byla exprese P-gp
nalezena v placenté, v kife nadledvin a CD34+hematopoetickych kmenovych bunkach. Podle
tohoto systému exprese bylo ukdzano, ze P-gp limituje absorpci 1€ki v gastrointestinadlnim
traktu a podporuje jejich eliminaci v jatrech, ledvinach a stievech. Navic P-gp omezuje
vstiebavani 1€kt do bunék a tkani, konkrétné jejich prenosu pies bariéru mozek-krev. P-gp ma
tedy dilezitou projektivni funkci pro organismus tim, Ze eliminuje potencidlné toxicke slozky
z téla a zabranuje jejich vstupu do mozku a organt pro reprodukci (Geyer a Janko, 2012).

VétSina substratli jsou hydrofobni nebo amfifilni (obsahuji hydrofilni i hydrofobni
¢asti). Jejich molekulova hmotnost se pohybuje ptes 400 Da a jsou kladné nabité pii pH 7,4.
P-gp ale také pienas$i méné casto neutralni (napf. dioxin) nebo negativné nabité (napf.
atorvastatin) molekuly, popfipadé 1 molekuly hydrofilni povahy (napf. metotrexat a jiné
substraty s molekulovou hmotnosti nizsi nez 400 Da) (Sun, J. a kol., 2004). V P-gp je také
vétsi procento aminokyselin, které jsou schopné vytvaret vodikové vazby. Jsou na
transmembranovych doménach 4, 5, 6, 11 a 12 tudiz tam, kde dochazi k interakci pienaSece se

substraty (Seelig, 1998).
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Tabulka 6 Priklady substrati P-glykoproteinu (Pechandova et al., 2006)

doxorubicin, mitoxantron, paclitaxel, vinblastine, vincristine,
_ actinomycin, etoposide, docetaxel, daunorubicin, epirubicin, etoposid,
Chemoterapeutika | ) ) ) o o
irinotecan, mitomycin C, tamoxifen, temiposide, teniposid, topotecan,

vindesine

o _ doxycyklin, erytromycin, intraconazol, ketoconazol, rifampin,
Antimikrobika ] ] ] )
tetracyklin, levofloxacin, sparfloxacin, celoprolol, talinolol

—_— aldosteron, cortizol, dexamethason, estradiol, hydrocortison,
teroi
/ methylprednisolon

) cyklosporin A, tacrolimus, antiemetika, domperidon, ondansetron,
Imunosupresiva _
rapamycin

H1-antihistaminika | fexofenadin, terfenadin

H2-antihistaminika | cimeditin, ranitidin

digoxin, diltiazem, losartan, quinidine, verapamil, chinidin,

Srdecni 1éky ]
amoidaron
Opiaty morfium, loperamid
amitriptylin, butorphanol, ivermectin, moxidectin, phenothiazin,
Ostatni phenytoin, selamectin, acepromazin, doramectin, eprinomectin,

milbemycin, ondasetron, fenytoin

3.5.6 Inhibitory P-glykoproteinu

Latky potlacujici ucinek P-gp jako antineoplastika, endotoxin, kobalamin a
atorvastatin, zvySuji ucinek substratii. Naopak rifampin (rifampicin) a stresové bunécné
signaly vyvolavaji P-gp fizenou lékovou rezistenci. Mnoho studii charakterizuje interakce
mezi P-gp substraty. Vyzkum se zaméfil na Skodlivy i prospésny efekt interakce mezi P-gp
slozkami: interakce potencialné ovliviiujici lékovou bezpeCnost a ucinnost vyuzivajici
optimalizaci 1ékového prenosu (Hodges et al., 2011).

Inhibi¢ni latky jsou nejvice studovany v cytotoxickych studiich. Bylo zjisténo, Ze pti
podéavani inhibicnich latek s cytostatiky lze dosahnout ¢astecného obnoveni citlivosti diive
rezistentnich nadorovych bun¢k. Latky schopné inhibovat P-gp nazyvadme reverzni léciva.
Jako prvni 1é¢ivo s inhibi¢ni schopnosti byl potvrzen verapamil. Jeho inhibi¢ni aktivita je ale

spojena s jeho vyssimi davkami, které jsou kardiotoxické. Dale byl potvrzen dexverapamil,
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ktery je mén¢ kardiotoxicky, ale nezadoucich ucinki se nelze vyvarovat. Cyklosporin je také
inhibitor P-gp, ale ma imunosupresivni u¢inek a v onkologii ho nelze pouzit. Byla vyvinuta
dalsi lé¢iva a napt. PSC-833 (neimunosupresivni ciclosporin) je klinicky nad€jna reverzni
latka (Vicek et al., 2002).

Nadmérma exprese P-gp u nadorovych bunék zodpovida za rezistenci téchto bunék na
protinddorovou terapii. Mechanismem, jak tuto rezistenci narusit, je pouziti specifickych
inhibitorti P-glykoproteinti, které obnovuji citlivost nadorovych bun€k na cytotoxicky ucinek
cytostatik. Role P-gp v protinadorové 16¢bé je velmi podrobné prostudovana. Uloha P-gp

Vv absorpci, distribuci a 1ékovych interakcich je vSak méné znama (Vicek et al., 2002).

3.5.7 Farmakokinetika P-glykoproteinu

Diky rizné lokalizaci v anatomickych tkanich, P-glykoprotein mutze chranit
organismus pied xenobiotiky tfemi zplusoby. P-glykoprotein limituje vstup 1€ki do téla po
podéni oralni cestou tim, ze je exprimovan v lumindlni (apikdlni) membrané enterocytu.
Jakmile se 1ék dostane do krevniho ob&hu, P-glykoprotein podporuje jeho eliminaci do Zluce a
moci diky dal$i expresi v membrané hepatocytii a v lumbalni membrané proximélnich tubula
Vv ledvinach. Navic P-glykoprotein limituje penetraci xenobiotik do citlivych tkani (mozku,
varlat, lymfocytli a do ob&hu plodu). Zaroven P-glykoprotein zodpovida za aspésnost 1écby
vzhledem k tomu, Ze limituje intracelularni koncentraci 1ékt (Fromm, 2004).

Z in vitro a in vivo studii na zvifecich modelech je znamo, ze P-gp maji vyznamnou
roli v 1ékovych interakcich. Nejvice studii je publikovano z humanni oblasti, hlavné oblasti
chemoterapie, terapie inhibitory HIV protedz a digoxinovyxh lékovych interakci. Znalost
substratil a inhibitorti P-gp a pochopeni jejich mechanismu piisobeni je dulezité pro klinickou
praxi (VI¢ek et al., 2002).

Nejcast€jsim modelem vyuzivanym pro studium jsou tzv. ,.knockout mice”. U mysi se
vyskytuji dva geny pro P-gp transportér a to MDR1a a MDR1b. U knockout mysi musi byt
pozménén alesponi jeden z gend. Tato zména zpusobi neschopnost exprimovat P-gp. U mysi
s mutovanym MDR1a byly pozorovany nezadouci ucinky po podéni loperamidu, ktery se
akumuloval v CNS i po nizkych davkach. U kontrolnich zvifat (nepozménény gen) nebyly
nezadouci ptiznaky vyvolany. Pfi perordlnim podani loperamidu se 8x sniZila letdlni davka a
plazmatické koncentrace 1é¢iva se 2x zvysily (VIcek et al., 2002).

Podle riznych studii se substrat vaze na intracelularni stran¢ lipidové dvojvrstvy na P-
glykoprotein, ktery exkretuje substrat do extraceluldrniho prostoru. Kli¢ové pro tento pienos

je hydrofobni nebo amfifilni vlastnost 1é¢iva. Lé€iva maji ¢asto vyssi molekulovou hmotnost
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(>400 D), planarni (rovinnou) strukturu v molekule a nékdy NH2 skupinu v postrannim
fetézei (VIcek et al., 2002).

Lékova bezpecnost predstavuje hlavni zdravotni zdjem, zejména u Iékl S pfimym
terapeutickym ucinkem a velkym klinickym efektem. Interakce jsou substratové specifické a
zavislé na koncentraci a tkanové specifit¢ (Hodges et al., 2011).

Je také dulezité poznamenat, Ze mame stile nedostatek modelt, které by spolehlivé
predpovidaly afinitu 1€kt k P-glykoproteinu, zaloZzené na chemické struktuie a chemicko-
fyzikélnich vlastnostech. Krom¢ P-glykoproteinu existuje Siroké spektrum dalSich
transportérti, zprostiedkovavajicich prenos xenobiotik dovnitt bunék ¢i ven z riznych tkani
(stfevo, jatra, ledviny). Tyto transportéry vSak nejsou tak dobie prostudované jako P-

glykoprotein (Fromm, 2004).

3.6 Problémové léky pro psy s mutaci MDR1

Na existenci mutace genu MDR1 u psi se pfislo v roce 1980 pii zavedeni novych
antiparazitik (Campbell, 1983).

Mutace MDR1 genu pozméni farmakokinetické vlastnosti P-glykoproteinu pro pienos
1€kd, coz vede ke snizeni eliminace 1éku ptes jatra, ledviny a stievo. Navic je zvySena
propustnost mozku vzhledem k ptenasenym 1ékiim a tim vznika neurotoxicita (Geyer a Janko,
2012).

Psi s mutaci MDR1 genu a tim zménénou funkci P-glykoproteinu, se nemusi vyhybat
vsem lékiim. Mnoho 1ékii mize byt bezpecné pouzito, aniz by byla upravena jejich davka.

Nicméng psi se Spatnou funkci P-gp miizou reagovat zvysSenou toxicitou na urcité léky.
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Tabulka 7 Priklady 1éki zptisobujicich problémy p¥i mutaci genu MDR1 (Laboklin, 2007)

Tiida Nepouzivat u pst s

A MDR1 genovou mutaci

Diapec®, Ecomectin®, Equimax®, Eqvalan®, Ivomec®,

Ivermectin- ) ) )

. . Noromectin®, Paramectin®, Qualimec®, Sumex®,
antiparazitikum )

Virbamec®

Doramectin-

. . Dectomax
antiparazitikum
Loperamid- proti )

) Imodium
prijmové
Moxidectin-

antiparazitikum

Cydectin, Equest

Cytostatika-

chemoterapie

Vinblastin, Vincristin, Doxorubicin, Paclitaxel, Docetaxel,
Methotrexat

Imunosupresiva

Cycklosporin A

Srdec¢ni glykosidy

Digoxin, Methyldigoxin

Opiaty

Morfium

Antiarytmika

Verapamil, Diltiazem, Chinidin

Trida Pouzivat jen pod Antiemetika Ondansetron, Domperidon, Metoclopramid
B dohledem veterinate Antihistaminika Ebastin
Glukokortikoidy Dexamethason
Acepromazin- pre-
anestetikum
Butorphanol-
analgetikum
Ostatni Etoposid, Mitoxantron, Rifampicin
Pouzivat jen v Selamectin Stronghold®
Tiida
predepsanych davkach a Milbemax®
¢ spravné aplikaci Advocate®

3.6.1 Makrocyklické laktony

Makrocyklické laktony (ML) jsou parazitka schopna zabit Sirokou Skalu paraziti

zkmen Nematoda a Arthropoda. Ivermectin se stal jednim znejvice prodavanych

antiparazitik ve svété. U psu ruznych plemen s defektem v ABCB1 genu, dochazi

k akumulaci ML v centralnim nervovém systému (CNS) a ke zvySeni rizika nepfiznivého

ucinku. S toxikézou nastupuji pfiznaky jako ataxie, letargie, koéma, chvéni, zachvaty,

mydridza a oslepnuti. ML maji dlouhy polocas rozpadu a proto se projevy 1é€by ukazuji za
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delsi dobu i kdyz byla poddna nadmérna davka. Neexistuje Zadna specificka protilatka na ML
toxikdzu (Merola a Eubig, 2014).

ML se rozdéluji na dvé skupiny: avermectiny a mylbemyciny. Mezi avermectiny patfi
abamectin, ivermectin, eprinomectin, doramectin a selamectin. Mylbemyciny zahrnuji
moxidectin, mylbemycin a nemadectin. Tyto strukturné podobné slouceniny jsou derivované
z ptirodnich slozek produkovanych pidnimi houbami z rodu Streptomyces. Pfirodni slozka
avermectinu je sloZena z osmi blizce souvisejicich slozek. 4 A- a B- slozky (A1, Az, By, B2) a
kazda se dale rozdéluje na dv€é homologni a- a b- komponenty (napf. B1a, B1b). Abamectin a
ivermectin jsou oba slozeny z avermectin B: slozek a jediny rozdil je v ivermectinu absence
dvojné vazby. Dalsi modifikace B1 vytvafi eprinomectin. Doramectin a selamectin jsou si vice
podobné a obsahuji A1 a Bi slozky. Moxidectin je produkovan z fermenta¢niho produktu
nemadectinu u Streptomyces (Vercruysse a Rew, 2002).

Protoze jsou ML c¢asto pouzivané jako parazitika u rtuznych druhli zvifat, jsou
k dostani v celé fad¢ variant. Nékteré z nejvice béznych veterinarnich produktti zahrnujicich
tablety s ivermectinem, moxidectinem nebo milbemycinem a lokalni 1éky se selamectinem
jsou pouzivané jako prevence proti srdecnim ¢ervim (vlasovec psi). Ivermectin, moxidectin,
mylbemycin a doramectin jsou také pouzivany mimo jiné pro 1é¢bu koznich onemocnéni
zpusobenych parazity Demodex a Sarcoptes a 1é¢bu jinych ekto- i endoparazitd. Psi mohou
byt také vystaveni 1ékiim pro vétsi zvifata a to nahodné anebo zdmérné. Mnoho piipravki pro
velka zvifata mé vysS8i koncentraci a je lehké netimysIng psa predavkovat. Znaky intoxikace
s ML jsou spojené s vlivem na CNS. Neurologicka deprese, ataxie, mydriaza, slepota, chvéni
a silné slinéni mohou byt pozorovany u postizené¢ho zvifete. Mohou se objevit 1 zachvaty.
Slepota je vétSinou doCasnd a je spojovadna se sitnicovym edémem. Toxikoza mulze trvat i
nékolik dni az tydnt v zavislosti na podané davce a individualité zvifete (Merola a Eubig,
2014).

U savet se ML vazou na gama-aminomaselnou kyselinu typu A- receptort
chloridovych kanali (GABAa receptory). GABA je primarni inhibitor neurotransmitert
v mozku a postsynapticky se GABA vaZe na receptory slouzici k modulaci propousténi
excitatnich neurond. Protoze jsou GABAa receptory pouze v CNS, navazani ML je
zabranovano mozek-krev bariérou (blood-brain barrier, BBB). Nicméné pii predavkovani
pronikd dostatek ML pfes BBB. Nasledné chloridovy influx zptisobi hyperpolarizaci a
zvySeni propustnosti excita¢nich neuronti. Tim dochazi k projevu klinickych ptiznaka

(Bloomquist, 2003).
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BBB reguluje vstup endogennich substanci a xenobiotik z krevniho obéhu do mozku.
Tésné vazby mezi endotelidlnimi bunikami chrani proti paracelularni difiizi substanci do CNS.
Také jsou endotelidlni buniky v mozku specializovany na ovliviiovani propustnosti BBB.
Substance, které vstupuji do mozku, musi byt pieneseny difiizi pies endotelidlni buriky nebo
byt aktivné transportovany do endotelidlnich bun€k transportéry. Jak substance vstoupi do
endotelidlnich bunék v mozku, miize byt vytlacena zpét pres apikdlni membranu P-
glykoproteinem nebo dal$imi efluxnimi proteiny (Bernacki et al., 2008).

Vysledkem ABCBI-1A mutace je akumulace P-gp substrati v mozku, které by
normalné méli byt odstranény funkénim P-gp. Tudiz se BBB stane propustna pro substraty P-
gp, zahrnujicich ML. U psi s timto defektem se miize 1€k akumulovat v CNS a zptisobit tak
neurologicky efekt (Merola a Eubig, 2014).

ML maji relativné vysokou oralni absorpci ale mnohem pozvolnéjsi rychlost absorpce
po podani podkozni injekci (McKellar a Benchaoui, 1996). Jsou také vysoce rozpustné
V tucich a hromadi se v tukovych tkanich. Vysledkem je jejich dlouhy polocas rozpadu. Védci
nebyli schopni zajistit specifické informace o metabolismu a metabolitech eliminovanych do
zluc¢i a moci u psii. Data z druhd, kde jsou tyto informace zndmy naznacuji, ze veliké procento
ML je eliminovano do Zlu¢i s proménlivym metabolismem (Vercruysse a Rew, 2002).

P-gp teoreticky limituje 1ékovou absorpci tim, ze pfenasi substraty ven z enterocytl a
zpét do intestindlniho traktu a zlepSuje eliminaci substratu jeho uloZenim do zluci, stieva a
ledvinovych tubulid. Nekolik faktorG muize ovlivnit schopnost P-gp zménit kinetiku ML.
Jeden z faktort je afinita ML na P-gp. Ivermectin, abamectin, doramectin a eprinomectin maji
vSechny vyssi afinitu na P-gp ve srovnani se selamectinem a moxidectinem. Koncentrace ML
je dalsi potencialni dulezity faktor (Mealey, 2008).

Avermectiny a milbemyciny jsou dllezitd antiparazitickd 1é€iva. Maji Siroké spektrum
aktivity, jsou dostate¢né silna a maji unikatni mechanismus uéinku. U kmenu Arthropoda a
kmenu Nematoda zpisobuji tyto 1éky letalni paralyzu otevienim chloridovych kanalt
V bunéénych membranach periferni nervové tkané u parazita, které zptsobi naruSeni
membranového potencidlu. U bezobratlych jsou vazebna mista pro avermectiny v periferni
tkani, u savcl jsou vazebnd mista pro tyto léky pouze v centrdlnim nervovém systému.
Bezpecnost téchto 1ékli u savcl umozituje schopnost bariéry BBB efektivné odstranit 1éky
z centralniho nervového systému. Existuji rozdily mezi a v ramci savc¢ich druhi pro toleranci
riznych avermectinii a milbemycind. Mezi psimy plemeny jsou kolie vice senzitivni na

toxicitu v centralnim nervovém systému zpisobenou avermectiny (Novotny et al., 2000).
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Avermectiny a mylbemyciny maji mensi rozdily ve stavebnich slozkach, ale sdileji
stejnou strukturu pottebnou pro navazani chloridovych receptort v chloridovych kanalech. Ty
jsou specifické u bezobratlych (Invertebrate) a zptsobuji prutok chloridovych iontd do

neurontl parazita a vedou k jeho hyperpolarizaci, paralyze a smrti (Merola a Eubig, 2014).

3.6.1.1 Ivermectin

Ivermectin je k dostani v po¢etnych formach pro velka zvifata a to ve form¢ injekénich
tekutin, past, oralnich 1€kt a krmnych premixt. Pro mala zvitata jevyrabén jako 1€k proti
srdeCnim ¢ervim ve formé tablet. Je také vyrabén ve form¢ 3 mg tablet (Stromectrol)
V humanni mediciné pro 1éCbu gastrointestinalnich strongyloidii. Slozeni I1éku pro velka
zvifata obsahuje pomérné vysokou koncentraci, od 1% az po 1,87% (10-18,7 mg/ml), a tim
mize lehce dojit k nechténému predavkovani (Perez et al., 2001).

Ivermectin je pouzivany pro prevenci srde¢nich ¢ervli v davee od 0,006 do 0,012
mg/kg u psu. Je také pouzivany u psu proti mikrofilariim (drobné larvy filarii cirkulujici
Vv krevnim ob¢&hu) od 0,05 do 0,2 mg/kg a k 1é€bé ektoparaziti od 0,3 do 0,6 mg/kg (Plumb,
2005).

Klinické ptiznaky byly zjistény u plemen s ivermectinovou senzitivitou v davkach od
0,08 do 0,34 mg/kg. Nicmén¢ zadny z téchto psi nebyl testovan na ABCB1 genovou deleci.
Slabé klinické pfiznaky byly zdokumentovany v davce zacinajici od 0,2 mg/kg u plemen u
nichz se ptedpokladala normélni odpovéd’ na ivermectin. Jednim z plemen byl némecky
ovCak, ktery vykazoval klinické ptiznaky pii relativné nizké davce ivermectinu. Malé
procento tohoto plemene nese ABCBI1 genovy defekt, ktery mulzZe ¢asténé vysvétlovat
pfitomnost ptiznakl u ,,normalnich” pst pfi relativné nizké davce (Merola et al., 2009).
Ivermectin senzitivni kolie byly 1éCeny vyssi preventivni davkou proti srdecnim ¢ervim (0,06
mg/kg) aniz by vykazovaly klinické ptiznaky. Nicméné kdyz byl ivermectin pouzit ve vysSich
davkach u mikrofilarii nebo demodikéz, objevily se problémy u psit s ABCB1 mutaci a nékdy
1 u pst s normalnim ABCBI genotypem. Preddvkovani zplisobuje letargii, ataxii, silné slinéni,
chvéni, mydriazu, slepotu a bradykardii (zpomaleni srde¢ni frekvence). U postizenych zvitat
mize nastat koma, zachvaty az smrt (Merola a Eubig, 2014).

Né&kolik intoxikaci zplisobuje podani antiparazitika ivermectinu a dalSich avermectint
u kolii a ostatnich pfibuznych plemen. Je ptedpokladano, Zze nachylnost na ivermectin je
spojena geneticky podminénym nedostatkem P-gp, vedouci ke zvySené permeabilité ptes

bariéru BBB. To dovoluje ivermectinu vstoupit do mozku a ovlivnit tak kyselinu y-amino-
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maselnou (GABA-gated chloride channels). Tato mutace byla také detekovana u australského
ovcaka. Neff a kol. 2004 detekoval mutantni alelu v subpopulaci Sesti dalSich plemen,
zahrnujicich anglického ovcéaka, dlouhosrstého vipeta, McNab, bobtaila, Seltie a Silken
Windhound (plemeno chrta). U téchto plemen by méli byt veterinafi opatrni s pouzivanim
1€ka, které jsou znamy jako substraty P-gp. Nicméné 1é¢ivo mize byt pouzito u naléhavych
ptipadl (Baars et al., 2008).

U psut trva piiblizné 4 hodiny (tmax = 4) po oralnim podani ivermectinu dosaZeni
maximalni plazmatické Grovné. Absorbce po podkozni injekci je pomalejsi (32-36 hodin).
Polocas rozpadu po oralnim podani je 3,3 dny a po podkozni injekci 3,2 dny (Gokbulut et al.,
2006).

3.6.1.2 Selamectin

Selamectin je Sirokospektry avermectinovy endectocid (I€k proti endoparazitim i
ektoparazitiim), ktery se pouziva pro 1écbu psich parazith. Cil studie Novotného a kol. (2000)
bylo vyhodnotit klinickou bezpe¢nost selamectinu po lokalnim pouziti u §ténat ve véku 6
tydnt a starSich, u avermectin-senzitivnich kolii a psii kteti byli pozitivni na srde¢ni parazity.
Studie zjistovala stupefi bezpe¢nosti selamectinu po podani v doporucené davce 6-12 mg kg
t&lesné hmotnosti. Stéfata nevykazovala zadné klinické nebo patologické diikazy toxicity.
Selamectin nemél také zadné nepfiznivé ucinky na reprodukci dospélych psii a fen. Zadné
negativni ucinky se neobjevily ani u selamectin-senzitivnich kolii a u pst se srde¢nimi
parazity. Selamectin je tedy bezpecny pii lokalnim pouziti u pstt s doporucenou minimalni
davkou 6 mg kg " (6-12 mg kg) (Novotny et al., 2000).

Selamectin je novy avermectin, strukturné podobny doramectinu, ktery je vysoce
efektivni proti endoparazitim i ektoparazitim u psu. Pti vysoké davce avermectinii se mohou
projevit klinické znaky avermectinové toxikézy zahrnujici neurologické, dychaci a
gastrointestinalni zmény a zmény v chovani. Neurologické znaky zahrnuji depresi, ataxii,
abnormdalni mydridzu (rozSifeni zornice), abnormdlni salivaci a abnormdlni svalovou
fascikulaci (samovolné zaskuby svalovych vldken). Ve studii bylo ale prokazano, ze vyssi
davky selamectinu jsou u psu dobie snaSeny. Selamectin je tedy bezpecny 1ék.

Selamectin je k dostani jako lokalni 1ék pro psy, ktery se pouziva pro prevenci
srdecnich Cervi a pro zabiti blech a uSnich rozto¢t v minimalni davce 6 mg/kg s koncentraci

60-120 mg/ml. Protoze neni k dostani ve vysSich koncentracich, pfedavkovani je méné Casté.
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Mezi obvyklé pifiznaky vystaveni silné davce patii zvraceni, slinéni, daveni, olizovani,
letargie, nervozita, anorexie a ataxie (Merola a Eubig, 2014).
Selamectin je u pst pouzivan jen lokaln¢. Polocas rozpadu je 11,1 dni po lokalnim

pouziti na kiizi a 1,1 dni po oralnim podani (Merola a Eubig, 2014).

3.6.1.3 Abamectin ( Avermectin B1)

Abamectin je vSeobecné¢ pouzivan pro hubeni mravenctl, Svabl a ostatniho hmyzu.
Neékdy jsou produkty abamectinu popsany jako avermectin Bi. Ty jsou obvykle nalézany
v riznych formach plastickych pasti (ndvnad) pro mravence a S$vaby, granulkdach nebo
tekutych formach ve sprejich pro wnitfni 1 venkovni pouziti. Koncentrace v tekutych
ptipravcich se pohybuje mezi 0,01% az 0,05%. U mnoha druhl zvifat (psi, kocky, kralici a
mys$i) maji abamectin a ivermectin podobny stupeii toxicity a abamectin je o néco vice
toxicky nez ivermectin. Psi jsou primarné vystaveni témto insekticidim, protoze obsahuji
atraktanty jako arasidové maslo, které je urcené pro lakani hmyzu, ale je také velice pfitazlivé
pro psy. Mezi klinické ptiznaky souvisejici s vystavenim se abamectinu patii zvraceni, ataxie,

silné slinéni, letargie, mydriaza a prijem (Woodward, 1993).

3.6.1.4 Milbemycin

Milbemycin je k dostani v tabletach (2,3-27 mg) proti srdeénim Cerviim u psd a
v 0,1% roztoku proti uSnim roztocim. Neni k dostani ve vysSSich koncentracich a
predavkovani je velice vzacné. Terapeutické davky milbemycinu na srde¢ni cervy jsou 0,5
mg/kg u psti. Mezi slabé klinické pfiznaky patii ataxie, silné slinéni, mydriaza a letargie. Tyto
priznaky byly pozorovany u ivermectin senzitivnich psti po davce 5 az 10 mg/kg (Tranquilli
et al.1991).

U dvou psit s ABCB1 defektem byly pozorovany mirné znaky ataxie poté, co jim byla
podana davka s milbemycinem na demodikdzu; prvni pes dostal 0,8 mg/kg 2 dny za sebou a
druhy pes dostaval 1,5 mg/kg denné€ po 13 dni (Barbet et al., 2009).

Mirné klinické ptiznaky byly nahldSeny u normalnich pst po davce 10 az 20 mg/kg a
u psit pravdépodobné mutovanych v ABCB1 genu v davce 5 az 10 mg/kg. Mezi obvyklé
ptiznaky patii ataxie, chvéni, letargie, zvraceni, mydriaza, disorientace a silné slinéni (Merola

a Eubig, 2014).
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3.6.1.5 Doramectin, Eprinomectin a Nemadectin

Doramectin je dostupny v injekcnich formach (10 mg/ml) a pouziva se na léCbu
demodikozy u pst v davce 0,6 mg/kg jednou za tyden (Plumb, 2005). Eprinomectin je
pouzivan experimentalné k 1écbé parazita Toxocara canis v davce 0,1 mg/kg u psi a
nemadectin k 1é¢bé gastrointestinalnich helmintd v davee 0,2 az 0,6 mg/kg u psu (Doscher et
al., 1989). Vedlejsi ptiznaky nebyly pozorovany.

Dalsi informace o eprinomectinu a nemadectinu u malych zvifat nejsou znamy.
Vystaveni malych zvifat témto produktim se objevuje méné, ale tytu produkty maji vysokou
koncentraci a je mozné, ze nahodné vystaveni muze zpusobit toxikoézu. Byly zjistény dva
pfipady vystaveni psa doramectinu. V prvnim piipadé byla podana davka 0,2 mg/kg
doramectinu kolii a ve druhém ptipadé byli vystaveni dva Svycarsti ovéaci davee 0,7 mg/kg
doramectinu. Pozdé&ji bylo zjisténo, ze tito psi maji ABCBI1 defekt. Klinické znaky zahrnuji
slepotu, neklid, casté uléhani, silné slinéni, chvéni, tachypneu (rychlé dychéni), ataxii,
desorientaci, bradykardii a snizenou vnimavost. Je ocekavané, Ze klinické znaky u
eprinomectinu a nemadectinu u zvifat s normalnim P-gp budou podobné, ale neni znamo, pfi
jaké davce se objevi (Merola a Eubig, 2014).

Doramectin dosahuje krevniho fecisté do 2 hodin po oralnim podéni a polocas rozpadu
je 3- 3,7 dni. Kinetickd informace u malych zvifat neni zjist€éna pro eprinomectin a

nemadectin (Merola a Eubig, 2014).

3.6.1.6 Moxidectin

Moxidectin je absorbovany rychleji nez ivermectin. tmax = 2-3 hodiny. Moxidectin ma
vysokou absorp¢ni rychlost: az 90% 1éku je u pst absorbovano. Polocas rozpadu je 13,9-25,9
dni. Tento vysoky rozdil je zpisobeny kondici psa (Merola a Eubig, 2014).

Moxidectin je k dostani v mnoha formach jako lokalni preparaty, podkozni injekce a
tablety pro prevenci srdecnich Cervli u malych zvifat. Stejné¢ jako u ivermectinu ma
moxidectin u velkych zvitat vysokou koncentraci (0,5%-2%, 5-20 mg/ml), takze mohou byt
mald zvifata vystavena vysokym davkdm pii poddni malého mnozstvi 1éku. U pst je
moxidectin pouzivan oraln¢ v davce 0,003 mg/kg kazdy mésic nebo podkozni injekci v dévce
0,17 mg/kg jednou za pul roku. Je také pouzivan lokaln¢ v davce 2,5 mg/kg. Pii oralnim
podani v dédvce od 1,9 do 2,8 mg/kg byly pozorovany neptiznivé Gcinky u psit s normalnim P-

gp genotypem. Tyto U¢inky zahrnuji ataxii, chvéni, zachvaty, hypertermii (vysoka teplota),
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tachykardii (zvySend tepova frekvence), slepotu, silné slinéni, bradykardii (snizeni tepové

frekvence), koma a respiratorni problémy (Perez et al., 2001).

3.6.2 Loperamid

Klinické pouziti loperamidu mize byt kriticky zavislé na ptitomnosti P-gp v BBB.
Strukturné je loperamid typicky opidt, jako morfin a podobné slouceniny. Nicméné u
zvitecich modeli a u cClovéka se loperamid vyluéné zaméfuje na gastrointestinalni trakt,
zpusobujici zacpu, zatimco farmakologické uc€inky na CNS nebyly pozorovany.Loperamid je
z tohoto divodu pouzivany jako relativné neskodny protiprijmovy 1ék. Vysledky z tohoto
vyzkumu prokazuji, ze P-gp v BBB bariéte je hlavni faktor zodpovédny za toto selektivni

farmakologické chovani loperamidu (Schinkel et al., 1996).

3.6.3 Ostatni léky

Ve vyzkumu Schinkela a kol. bylo testovano nékolik 1éki u MDR1a(+/+) mysi.
Domperidon a haloperidol, oba antagonisté dopaminu, ale kazdy s jinou klinickou aplikaci.
Domperidon nevstupuje do CNS a haloperidol vstupuje do CNS. Dale phenothiazin (1ék
pouzivany ve vysokych davkach u 1ékove rezistentni schizofrenie), phenytoin (antiepilepticky
1€k), ondansetron (Iék proti zvraceni, ¢asto pouzivany u pacienti v chemoterapii). Bylo
prokdzano, Ze domperidon je dobry substrat, ktery projevuje zvySeny transport v apikalnim
sméru a snizeny transport ve sméru bazalnim. Haloperidol je horsi substrat, u které¢ho nebyl
zjistény transport do CNS. Jako dalsi vhodné substraty se projevily ondansetron a loperamid.

Klinické vyzkumy indikuji, ze kromé makrocyklickych laktont 1 protiprijmovy 1€k
loperamid, ktery je normalné vylou¢en z mozku pomoci P-gp, zpisobuje neurologickou
toxicitu u MDR1 (+/+) psi pfi normalnich terapeutickych davkach. ZvySena mozkova
penetrace pro mnoho dalSich 1€kl byla zjistovana u MDR1 knockout mysi. Byl testovan
vinblastin, doxorubicin, paclitaxel, quinidine, ondansetron, cyklosporin a verapamil. Ackoliv
nebyl 1eékovy transport analyzovéan u psiho P-gp, u vétSiny téchto 1€kt se predpoklada zvysena
penetrace do mozku a nepfiznivé ucinky hlavn¢ u MDR1 (+/+) pst. Plazmaticka
farmakokinetika ostatnich 1€kl je zménéna u pstt s MDR1 mutaci a mize tak vyvolat zvySené
nepiiznivé G¢inky u téchto pst. Napf. toxicita dioxinu byla zdokumentovana u MDR1 (+/+)
kolie. Navic byla pozorovana zvySena senzitivita po podani acepromazinu a butorphanolu
MDR1 (+/+) pstm, ktefi na rozdil od normalnich pst trpéli vyraznou a dlouhou depresi.
Nedavné klinické studie ukéazaly, Zze MDR1 genotyp je velice dilezity pro veterinarni

onkologii (Geyer a Janko, 2012).
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3.7 Nejcastéjsi plemena postizena MDR1 mutaci

3.7.1 Bobtail, staroanglicky ov¢ak

3.7.1.1 Historie

Piiblizné od 19. stoleti byl bobtail ve Velké Britanii povaZzovan za samostatné
plemeno. Jeho cesta do Velké Britanie zapocala uz 5000 let pi.n.l., kdy zapocal chov ovci a
Vv této dob¢ se dostali do Britanie prvni ovcaci asijského ptivodu. V dnesni podobé byl zndm
uz od poloviny 17. stoleti v piihrani¢nich oblasti Anglie. Dokazuji to obrazy M. Dixona
(portrét vévody z Buccleugh, 1771). Starobylé ovcacké psy v typickém zbarveni Sedém a
bilém do chovu ptivedl Dr. Edwards-Ker z Cessfordu u Kelso. Na vystavé byl bobtail poprvé
predveden v roce 1865 v Islingtonu. V roce 1881 bylo toto plemeno jako English Short Tailed
Colie zapsano Kennel Club plemenné knize a pozdé&ji bylo plemeno zapisovano jako ¢len
ov¢aki jako Old English Sheepdog. V roce 1890 byl zalozen Old English Sheepdog Club.
American Kennel Club toto plemeno uznal v roce 1888 (Cisafovsky, 2008).

3.7.1.2 Celkovy vzhled

Silny pes, symetricky, se vSemi ¢astmi téla bohaté osrsténymi. Kohoutkova vyska psa
je 61 cm a kohoutkova vyska feny 56 cm. Zbarveni mize mit odstiny Sedé, grizzly nebo
modré. Hlava je propor¢ni, mozkovna prostorna, nad o¢ima dostatecné klenutd. Nos maji
velky a ¢erny, se Sirokymi nozdrami. O¢i jsou posazené daleko od sebe, tmavé nebo tzv. wall
eyes. USi jsou malé a nesené po stranach hlavy. T¢lo byva kratsi, kompaktni s hlubokym a
prostornym hrudnikem. Staroanglicky ovcak je vrozené nebo v disledku kupirovani
oznacovan jako tzv. bobtail, neboli bezocasy. Od roku 2004 ale standard pfipousti i delsi ocas.
Kromé bohaté srsti se bobtail vyznacuje zvlastnim typem chiize - mimochodem. Tento styl

chiize je u pst neobvykly a zptisobuje napadny houpavy pohyb (Cisatovsky, 2008).

3.7.1.3 Povaha

Jeho povaha je veseld a hrava. Jako pracovni pes byl obliben hlavné¢ ve Skotsku

V oblasti se zpracovatelskym primyslem ov¢i viny (Cisafovsky, 2008).
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Obriazek 3 Bobtail

Dostupné z: http://www.racedechien.fr/a-z/bobtail

3.7.2 Kolie dlouhosrsta, kratkosrsta

3.7.2.1 Historie

Tak dlouho, jako se v Britanii chovaji ovce, tak dlouho se zde chovaji i ov¢acti psi.
Jde o plemeno velmi starobylé. Na vyvoj ovcackych plemen evropského plivodu patfil
prichod Kelti v obdobi 3. az 1. stoleti pt.n.l. Kmeny postoupily do Skotska a odsud pochazeji
dvé ostrovni formy ptivodnich evropskych ovéackych plemen. V roce 1879 se o dlouhosrsté
kolii (rough) zminil J.H. Walsh ve své knize The Dog in Health and Disease. Pise zde o kolii
a inteligenci. Kratkosrsta kolie byla kfizena s hlidacimi molossoidnimi psy a od tohoto
spojeni se odvozuje mimotadna vsestrannost kolii. Rozd€leni dvou raza srsti kolie bylo
ovlivnéno prostiedim a pracovnim pouZzitim. Kolie dlouhosrstd se pouzivala na svazich u stad,
kde ji srst chranila pfed nepfiznivym pocasim. Kolie kratkosrsta se uplatiiovala pii prevadéni
ovci na trhy. Ackoliv srst dlouhosrstych kolii plisobi na pohled jemné, standard vyzaduje srst
hrubou.

Prvni klub chovatell byl zalozen v roce 1885. Oba rdzy byly na vystavach predvadény
spole¢né, ale pozdéji byl kazdy raz pteveden do své vlastni ttidy.
Na rozdil od ov¢akt asijské vyvojové vétve se vyznacuji hladkym osrsténim obli¢ejové partie,
klinovitym tvarem hlavy a vzpfimenyma uSima.
Jméno kolie mlze byt odvozeno od keltského slova ve vyznamu ,uzitecny”, ale spise je

ziskala podle zvlastniho druhu tmavé zbarvenych ovci colleys (Cisafovsky, 2008).
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3.7.2.2 Celkovy vzhled

Stavba téla se vyznacuje silou a aktivitou a je dokonale vyvazena. Vyska v kohoutku u
psu je 56-61 cm, u fen 51-56 cm. Zbarveni muze byt svétle zlaté po syté mahagonovou,
trikolor (pfevladajici Cernd se sytymi, tfislové zbarvenymi znaky na hlavé a koncetinach) nebo
blue-merle (pfevazuje jasna, stiibfita modra s cernymi skvrnami nebo s ¢erné mramorovanou
kresbou). Hlava je vyvazena v poméru k velikosti psa, s hladkymi vnéj$imi liniemi. Lebka je
plochd, zuzujici se od usi ke Spicce nosu. Nos je ¢erny. Oc¢i jsou mirn¢ Sikmo ulozené, barvy
tmaveé hnédé nebo blue-merle, u kterych jsou o¢i modré nebo modie skvrnité. USi jsou malé,
nasazené¢ ani blizko, ani pfili§ daleko od sebe. V klidu jsou polozené dozadu a pii pozornosti
psa otoCeny dopfedu. T¢lo je trochu delsi, hrudnik hluboky. Ocas je dlouhy, dosahujici
nejméné k hlezennimu kloubu. U dlouhosrstych je srst velmi husta, hladka a tvrda na dotek. U

kratkosrsté je kratka, ptiléhava s hustou podsadou (Cisatovsky, 2008).

3.7.2.3 Povaha

Kolie je inteligentni, vérna a oddana svému panu. Chova se laskyplné a mile a k cizim

muze byt mirn¢ zdrzenliva, ale nikdy ne agresivni (Cisafovsky, 2008).

Obrazek 4 Kolie dlouhosrsta

b LSRR AGD & BT AR A
Dostupné z: http://www.svetpejsku.cz/plemena/1-plemena-ovcacka-pastevecka-a-
honacka/114-kolie-dlouhosrsta
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3.7.3 Seltie

3.7.3.1 Historie

Seltie predstavuje typ ovéaka se viemi priivodnimi exteriérovymi znaky (klinovitou
hlavou, zaSpicatélym cenichem). Je mozné predpokladat, ze Seltie se dostala do Britanie také
s keltskymi piistéhovalci. Poprvé to mohlo byt uz kolem roku 1200 pi.n.l. Seltie je starsi
forma skotské kolie, diky ostrovni izolaci Shetland byla dlouho utajovana svétu. Poprvé se
shetlandsky ovéak objevil na vystavé az v roce 1906. V roce 1909 ho uznal The Kennel Club
a Vv téze dobé¢ byl zalozen Shetland Collie Club (Cisafovsky, 2008).

3.7.3.2 Celkovy vzhled

Maly, dlouhosrsty pes. Idedlni vySka v kohoutku je u psti 37 cm, u fen 35,5 cm.
Zbarveni je od svétle zlaté po syt¢ mahagonovou, dale trikolor a blue-merle. Barva stinovani
je velice sytd. Hlava tvoii dlouhy tupy klin. Mozkovna je plochd s nevyraznym tylnim
hrbolem. Nos je ¢erny. O¢i jsou Sikmo ulozené, tmaveé hnédé nebo blue-merle. Usi jsou malé,
blizko sebe a v klidu poloZené dozadu. T¢lo ma hluboky hrudnik a hibet rovny (Cisatovsky,
2008).

3.7.3.3 Povaha

Shetlansky ov¢ak je Zivy, energicky, vytrvaly pracovni pes. Ma pratelskou a
spolecenskou povahu, kviili které je vyhledavan po celém svété (Cisarovsky, 2008).

Obrizek 5 Seltie

Dostupné z: https://www.rogz.cz/seltie/
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3.7.4 Border kolie

3.7.4.1 Historie

Zastupci ovcackych plemen nalézame ve vSech oblastech svéta. Pred 4000 pt. n. L
dorazili na britské ostrovy koCovni pastevci, ale se psy asijské vyvojové vétve. Pivod border
kolie je podle kosternich poziistatkii na kontinentech, kde v prehistorickych dobach zila
typickd forma psa, jejiz variety se nachdzeji téméf v kazdé evropské zemi. Ma blizko
K plementim S$picovitym. Border kolie zpomezi mezi Angli a Skotskem, tzv. Border
Counties, je povazovana za nejlepsiho ovéackého psa na svété. Jiz od roku 1873 dokazuje své
schopnosti na soutézich sheep herding trails. Mimo Velkou Britanii nebyla do 90. let 20.
stoleti moc znama. Pak vSak obliba velice rychle stoupla a dnes patii k oblibenym plementim

(Cisarovsky, 2008).

3.7.4.2 Celkovy vzhled

Pes dobrych proporci, délka trupu by méla presahovat kohoutkovou vysku. Ideédlni
vySka u psii je 53 cm, u fen pon€kud nizsi. U zbarveni srsti je dovolena Siroka Skala barev, ale
bild nesmi nikdy pfevladat. Lebka je pomérné Sirokd. Nos je ¢erny s vyjimkou hnédych nebo
¢okoladové zbarvenych pst, u nichz mize byt hnédy. O¢i jsou Siroce posazené, hnédé nebo
blue-merle. Usi stfedni velikosti jsou Siroce posazené, nesené vzpiimené nebo Casteéné
vzpiimeng. Télo ma atleticky vzhled, hrudnik hluboky a pomérné Siroky. Ocas dosahuje

nejméne ke hleznu (Cisafovsky, 2008).

3.7.4.3 Povaha

Border kolie se vyznacuje enormni inteligenci. Vyzaduje smyslplnou praci s moznosti
vlastni iniciativy. U¢i se velmi rychle a na svého padna je velice fixovand. M4 naprosto

neagresivni povahu a je velice dobry spolecnik (Cisatfovsky, 2008).
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Obrazek 6 Border kolie

Dostupné z: https://www.rogz.cz/border-kolie/

3.7.5 Némecky ovéak

3.7.5.1 Historie

Toto plemeno je ve vzniku relativné mladé. V disledku usili chovateld se z rustikalni
a hrubé formy plemena stalo plemeno nejpropracovanéj$i. Rodokmen némeckého ovéaka se
da odvozovat od prvnich evropskych zemédélctu. Ovcaci se vyskytovali v celé Evropé a jejich
lokalni formy zname jako ov¢aky holandské, oveaky belgické, oveaky pikardské, anglickou
kolii nebo border kolii. Klub chovateli némeckych ovéakii Verein fiir Deutsche Schéferhunde
(SV), byl zalozen v roce 1899 ve Stuttgartu. V této dob¢ se plemeno pouzivalo k praci u stad
ovci a k hlidani venkovskych staveni. Spolek a plemenna kniha byly zalozeny 20. zati 1899.
Prvnim zapsanym byl ovéak Hektor vom Linksrhein a po 20 letech bylo v knize zapsano jiz
100 tisic ovcaku (Cisatfovsky, 2008).

3.7.5.2 Celkovy vzhled

Pes stiedni velikosti, silny a dobfe osvaleny, pevné konstituce. Vyska v kohoutku
dosahuje u pstt 60-65 cm, u fen 55-60 cm. Zbarveni je typické Cerné s Cervenohnédymi,
hnsdymi, zlutymi az svétleSedymi znaky. Nos musi byt vzdy ¢erny. Hlava je pomérné dlouha,
mezi uSima piiméfen¢ Sirokd. OCi jsou stfedné velké, mandlovitého tvaru. Jejich barva
odpovida celkovému zbarveni srsti a je nejlépe tmava. USi jsou u kofene Siroké, vysoko

nasazené, Spiat¢ a postavené vzpiimen¢ smérem dopiedu. Télo délkou piesahuje
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kohoutkovou vySku, hrudnik neni pfili§ Siroky. Ocas dosahuje nejméné k hleznim a

nepiesahuje vSak polovinu nartd. Je siln€ osrstény a pti pohybu zvednuty (Cisarovsky, 2008).

3.7.5.3 Povaha

Povaha némeckého ovcééka je vyrovnand, sebevédoma a absolutné ptirozena. Pes je
pozorny a dobife ovladatelny. Musi mit odvahu, bojovnost a tvrdost, aby se mohl stat

sluZebnim psem a psem k obrané¢ (Cisatovsky, 2008).

Obrazek 7 Némecky ovéak

Dostupné z: http://www.abides.cz/no/no.html

3.7.6 Bily Svycarsky ovéak
3.7.6.1 Historie

Bily Svycarsky ov¢ak, diive znamy jako americko-kanadsky bily ovcak, je v podstaté
bila varieta némeckého ovcaka. V chovu némeckych ovéaku je vSak tato barva nepfipustna.
Obdivovatelka bilych ovéaki Geraldine Rocketfeller méla chovatelskou stanici The Giralda
Shepherds odkud pochézeli zcela bili, ale 1 zcela ¢erni ov¢aci. Z bilych oveaki se v Kanadé¢ a
ve spojenych statech se vyvinulo samostatné plemeno. Na poc¢atku 70. let byli prvni jedinci
tohoto plemene importovani do Svycarska. Od roku 1991 bylo plemeno zapsano do plemenné
knihy ve Svycarsku. Na konci roku 2002 bylo plemeno $vycarsky bily ovéak uznano
Mezinarodni kynologickou federaci (FCI) (Cisatfovsky, 2008).
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3.7.6.2 Celkovy vzhled

Plemeno je silné, dobie osvalené. Kohoutkova vyska u psi dosahuje 60-66 cm, u fen
55-61 cm. Lebka je malo klenuta, se znatelnou ryhou ve stfedu. Nos je Cerny, ale toleruji se
svétlejsi skvrny na nose. O¢i jsou stiedné velké, mandlovitého tvaru, zbarveny hnéd¢. Usi
jsou vysoko nasazené, nesené vzpiimené. UsSni boltce sméiuji doptedu. T€lo je dobie
osvalené, stiedné dlouhé. Ocas je husté osrstény, ke Spi¢ce zuzujici, nizko nasazeny a

dosahuje nejméné k hlezennimu kloubu (Cisafovsky, 2008).

3.7.6.3 Povaha

Svycarsky ovéak je podle standardu temperamentni, bez nervozity, pozory a
ostrazity. K cizim lidem je zdrZenlivy, ale nikdy ne agresivni. Je vhodny jako spolecensky pes

pro rodiny s détmi. Je to pozorny hlida¢, pratelsky a ucenlivy (Cisafovsky, 2008).

Obrazek 8 Bily Svycarsky ovéak

Dostupné z: http://www.chovzvirat.cz/zvire/474-bily-svycarsky-ovcak/

3.7.7 Australsky ovéak

3.7.7.1 Historie

Australsky ovcak se objevil teprve na konci 20. stoleti. I pies jeho ndzev je plemenem
americkym. V roce 1990 byla zalozena United States Australian Shepherds Association,
chovatelskd organizace akceptovana AKC (American Kennel Club). Za spoluzakladatele
tohoto plemena se povazuje Ernest Hartnagle, majitel chovatelské stanice Las Rocosa. Jeho

chov zacal uz v roce 1955. V USA je chovana mensi varieta pod nazvem Miniature Australian
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Shepherd, ktery od roku 1976 spada pod Australian Shepherd Club of America (ASCA)
(Cisarovsky, 2008).

3.7.7.2 Celkovy vzhled

Plemeno je stfedni velikosti, pevné a svalnaté, bez znamek tézkopadnosti. Vyska u pst je 51-
58 cm, u fen 46-53 cm. Zbarveni je podle standardu blue-merle, ¢erné, Cervena merle nebo
cervena s bilymi ¢i hnédymi znaky. Hlava je timérné télu, lebka nahote plochd aZ mirné
klenutd. Nos u blue-merle je cerny, u red-merle s cervenou pigmentaci. OCi jsou
mandlovitého tvaru. Blue-merle maji ¢ernou pigmentaci kolem o¢i, red-merle a ¢erveni maji
hnédou pigmentaci kolem o¢i. USi jsou trojihelnikovitého tvaru, pomérmé vysoko posazené.
Télo je pevné stavéné, hiber rovny a silny. Ocas rovny, kupirovany nebo pfirozené kratky,

nepiesahujici délku 10 cm (Cisatovsky, 2008).

3.7.7.3 Povaha

Ptirozena je pro plemeno vyrovnana povaha. Muze byt zdrzenlivy, ale svému majiteli je
oddany. Je to inteligentni pes se silnym pasteveckym a ochranafskym instinktem (Cisafovsky,

2008).

Obrazek 9 Australsky ovéak

Dostupné z: http://www.muj-pes.cz/plemena/australsky-ovcak-366.html
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3.8 Laboratore vySetfujici mutaci genu MDR1

3.8.1 Laborator Genomia

Genomia je soukroma akreditovana laboratof sidlici v Plzni. Zabyva se genetickym
testovanim osob, zvifat a patogenl. Nabizi odborné testovani psi a provadi geneticka
vysetieni na detekci mnoha genetickych chorob, patogent, testy na alergie u pst, parentitu a
také testy na urCeni barvy a kvality srsti.

Genomia je jedina laboratoi v Ceské republice vysetiujici defekt genu MDR1. Nabizi
kombinaci testli pro ov¢acké psy, bobtaily a border kolie.

Izolaci DNA provadi vétSinou z krve nebo stéru sliznice ustni dutiny, méné pak
z vlasovych cibulek nebo jiné tkané (klize, placenta, sval, vnitini organy).

U vysledki vysetfeni pouziva jednotny systém. N= negativni- hledany znak (napf.
mutace, delece) neni pfitomen, P= pozitivni- hledany znak (napt. mutace, delece) je pfitomen.

Vice informaci Ize ziskat na strankach www.genomia.cz

3.8.2 Laboklin

Laboratoi Laboklin(www.laboklin.de) se nachazi v Némecku. Nabizi Siroké spektrum

laboratornich vySetieni v¢etné genetickych vysetfeni dédi¢nych chorob, barvu srsti, parenitou
a mnoho dalSich. U psi vysetiuji vic nez 60 dédicnych nemoci. Patii mezi n¢€ i vySetfeni
MDR1 genu.

Pro DNA test je DNA izolovana z krve. Metoda PCR ziskany gen nareplikuje a pomoci
molekuladrné- genetickych metod je zjistovana genomova sekvence souvisejici s mutaci nt230
(del4).

Vysledky vySetteni MDR1 genu v Laboklinu za roky 2006 az 2009 ukazuji, ze 57%
vSech vzorkil bylo pro mutaci genu negativnich, 32% byli pfenaSeci a 11% byli postiZeni

jedinci. Nejveétsi pocet postizenych homozygotnich jedinci byl u dlouhosrstych kolii.
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3.9 Genetické metody nejcastéji pouzivané pro detekci mutaci

3.9.1 Polymerazova ietézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR), je metoda rychlého zmnozZeni (amplifikace)
vybraného tseku DNA.

Amplifikace DNA se provadi in vitro a béhem nékolika hodin se sekvence mohou
replikovat milionkrat i vicekrat. Metodu PCR vyvinul Kary Mullis, ktery za tuto praci obdrzel
v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii (Snustad a Simmons, 2009).

3.9.1.1 Pribéh PCR

Metoda zahrnuje tii kroky, které se mnohokrat opakuji.

1) Denaturace templatové(genomové) - DNA je denaturovana zahiatim na 92-95 °C
po dobu piiblizné 30 sekund (poc¢ate¢ni denaturace se provadi pti 95°C po dobu 2-5 minut).
Denaturovana genomova DNA ma funkci templatu.Dojde K uvolnéni vodikovych vazeb mezi
bazemi komplementarnich nukleotidi a ptrechod dvousroubovicovych DNA ve volné
polynukleotidové fetézce.

2) Annealing - denaturovana DNA je hybridizovana s nadbytkem syntetickych
oligonukleotidovych primert tak, ze se inkubuji spoleéné pii 50-60 °C (v zavislosti na
sekvenci primerd) po dobu 30 sekund. Dochazi k pfipojeni primerd na komplementarni usek
templatu.

3) Elongace - pouzita je DNA-polymeraza pro replikaci (syntézu) nového tseku
DNA od primeru do konce templatu ve sméru 5-3 Primer umoziuje kovalentni navazani
dalSiho nukleotidu a nasledné prodluzovani fetézce. K polymeraci dochazi pii 70-72 °C po
dobu 1,5 minuty (u 500 bp produktu potrva pfiblizn¢ 1 minutu). Timto je ukonéen prvni
cyklus a jeho produkty se stavaji substraty druhého cyklu, ve kterém jsou jiz vytvareny
molekuly DNA, jejichz velikost je definovana vzdalenosti vazebnych mist primeru.

Cykly se opakuji (napf. z piivodné jedné molekuly DNA po 32 cyklech vznika 1
miliarda molekul DNA) (Snustad a Simmons, 2009).

3.9.1.2 Slozeni reakéni smési

Templatova DNA obsahuje gen (cilovou sekvenci), ktery chceme amplifikovat a
slouzi jako matrice pro syntézu komplementéarnich fetézcli. Mnozstvi templatové DNA muze

byt nepatrné, ale ptili§ velké mnoZstvi DNA naopak zptsobuje v reakci problémy, jako napf.
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nespecifické nasedani primert. Lze ji izolovat z riznych vzorki (z riznych mikroorganizmu,
bioptickych vzorkt, stért, z bun¢k z tkanovych kultur, z télnich tekutin atd.) (Bustin, 2004).
Primery jsou oligonukleotidové tseky jednovlaknové DNA o délce 20 — 30 nukleotidi. Dvé
rizné primerové sekvence se vazi na vlakna templatové DNA a ohranicuji tak oblast, ktera ma
byt amplifikovana (Bustin, 2004).

Drive se pouzivala DNA-polymeraza |. z Escherichia coli, ale tento enzym se béhem
denatura¢niho kroku inaktivoval teplotou a musel se proto opétovné ptidavat Cerstvy enzym
(Snustad a Simmons, 2009).

Posléze byla izolovana termostabilni DNA-polymeraza z termofilni bakterie Thermus
aquaticus. Tato polymeraza se nazyva Tag-polymeraza. Tag-polymeraza enzym o molekulové
hmotnosti 94 kDa. Optimalni teplota je 75-80 °C. Je termostabilni a uchovavé si
enzymatickou aktivitu 1 pfi opakovaném zahtéti na 95 °C.

Tag-DNA polymeraza ma pouze 5°-3" exonukledzovou aktivitu, ale postrada tuto
aktivitu ve sméru 3°-5". Z toho plyne relativné vysoka frekvence chyb. Pokud je vyzadovana
vysoka presnost, provadi se PCR s pouZzitim teplotné stabilnich polymeréz, které vykazuji 3'-
5’- korekéni aktivitu, napi Pfu (z Pyrococcus furiosus) nebo Tli (z Thermococcus litovalis)
(Snustad a Simmons, 2009).

Zakladni reakcéni roztok obsahuje vSechny ctyfi deoxynukleosidtrifosfaty (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP), dale se pfidava pufrovaci roztok (vytvoteni potiebnych podminek pro
aktivitu DNA polymerazy) a soli (hlavné¢ MgCly).

Ptistroje pro PCR se nazyvaji termalni cyklery a mohou pojmout velké mnozstvi

vzorku.
Obrazek 10 Polymerazova ietézova reakce ( Shafique, 2012)
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3.9.2 Horizontalni gelova elektroforéza

3.9.2.1 Historie vzniku elektroforézy

V roce 1892 byl popsan pohyb anorganickych ¢astic v elektrickém poli v koloidnim
roztoku. Pozdé&ji se ukazalo, ze tak putuji i proteiny ve vodnych roztocich. Arne Tiselius,
Svédsky elektrochemik, zkonstruoval zatizeni, umoznujici rozdélit proteiny na zaklad¢ jejich
rozdilnych rychlosti pohybu v elektrickém poli (roku 1948 byl ocenén Nobelovou cenou)
(Gas, 2001).

3.9.2.2 Popis metody

Elektroforéza patii mezi nejpouzivancjs$i separacni techniky pii izolaci a analyze
nukleovych kyselin (NK). Je to velmi rychl4 a relativné levna metoda.
Principem je pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Nukleové kyseliny nesou zaporny
naboj (nositelem je fosfatova skupina). Pohybuji se tedy k anodé-kladné nabité elektrodé.

Elektroforéza probiha v nosi¢ich-gelech-umisténych v tzv. elektroforetickém pufru.
Gel slouzi jako sit’ polymernich molekul s pory, kterym molekuly putuji. Velikost pori je
mozné ovlivnit slozenim a koncentraci polymeru. Nejcastéji pouzivané latky jsou agardza a
polyakrylamid. V agardéze byva velikost separovanych molekul 100 - 50 000bp a v
polyakrylamidu 10 - 100 bp (Lee et al., 2012).
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Obriazek 11 Horizontalni gelova elektroforéza (http://www.yourgenome.org/facts/what-is-gel-
electrophoresis)
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3.9.2.3 Faktory ovliviiyjici prabéh elektroforézy

Elektroforetickou mobilitu ovliviiuje mnoho faktora. Jednou z nich je velikost
molekuly, kdy vétsi molekuly migruji pomaleji v disledku tfeni. Déle je ovlivnéna
koncentraci gelu. Cim vyssi koncentrace, tim hustsi gel a pomalejsi pohyb molekul. P¥i vyssi
koncentraci analyza trva déle. DalSim faktorem je konformace DNA. KruZnicovad konformace
DNA migruje pomaleji nez linearni DNA téze velikosti. Dilezité je aplikované napéti (V/cm).
Rychlost migrace linedrni DNA je pfimo imérna pouZzitému napéti. V tomto ptipad¢ je napéti
100 V. Pfi vysokém napéti se gel zahiiva a fragmenty migruji nerovnomérné, DNA se muze
poskodit. Interkala¢ni barviva pouzivana k detekci NK, napf. EtBr (ethidium bromid), mizou
snizit mobilitu asi o 15%. Elektroforetické pufry tvoii prostredi, ve kterém elektroforéza
probiha. Je to roztok soli, kterym je vyplnéna tzv. elektroforetickd vana. Gel musi byt zcela
ponofen v tomto pufru. Je vodivy a umoznuje tok elektronli mezi elektrodami. Udrzuji stalé

pH a jsou netoxické a levné (Lee et al., 2012).

3.9.2.4 Nejcasteji pouzivané pufry

TBE (Tris, Borate, EDTA) - tris (hydroxymethyl) aminometan, kyselina borita a EDTA
(nejpouzivanéjsi)
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TAE (Tris, Acetate, EDTA) - tris (hydroxymethyl) aminometan, kyselina octova a EDTA
(rychlejsi)

SB (Sodium/Borate)- roztok NaOH a kyselina borita (umoznuje pouzit vy$si napéti)

LB ( Lithium/Borate)

3.9.2.5 Velikostni marker

Velikostni marker (hmotnostni standard, ,,ladder”) slouzi pro odhad velikosti separovanych
fragmentll nukleovych kyselin. Nanési se do jedné jamky v gelu. Jednd se o plazmidovou
DNA Sstépenou nékolika restrikénimi enzymy. Pro fragmenty s ofekévanou velikosti 100-
1000 bp se pouziva 100 bp ladder, pro fragmenty od 1kb do 10 kb pouzivame 1kb laddery
(Lee etal., 2012).

Obrazek 12 PCR marker ( http://www.yourgenome.org/facts/what-is-gel-electrophoresis)
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3.9.3 Kapilarni elektroforéza

3.9.3.1 Popis metody

Kapilarni elektroforézou se oznacuje separacni metoda vyuzivajici pohyb nabitych
¢astic v elektrickém poli, a to ve volném roztoku elektrolytu nebo v nosném médiu (napt. gel)
(Gas, 2001).

Kapilarni elektroforéza (High-Performance Capillary Electrophoresis, HPCE) je

elektromigracni separacni metoda realizovana v kapilarnim formatu. Kapilarni elektroforéza
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spada do velké rodiny podobnych metod jako napt. zonova elektroforéza (CZE), elektroforéza
v sitovacich prosttedcich klasickych agarozovych i polyakrylamidovych gelt (CGE) nebo
bioafinitni elektroforéza. Diky jejich citlivosti jsou HPCE techniky povazovany za
nejucinnéjsi analytické separa¢ni metody. Maji Siroké uplatnéni ve vyzkumu i v praxi mnoha
oborti jako napt. chemie, biochemie, molekularni biologie, klinickd chemie, biotechnologie a
dalsi. Nejveétsi vyuziti je spojeno s analyzami proteinii a nukleovych kyselin (Pazourek,
2003).

Elektroforézu mizeme provadét v riznych prosttedich. V agarozovém gelu (agaroza-
polysacharid z motskych ftas- rod Rhodophycae), polyakrylamidu (chemicky sitovany
polymer, CH,=CHCONH_) ¢i v kapilate (Pazourek, 2003).

Kapilarni elektroforéza probihd v kiemenné kapilafe (pramér 20-200 pm), kterd je
naplnénd elektrolytem nebo gelem. MnoZstvi vzorku musi byt pfizptisobeno velikosti
separacni kapilary. Objem kapilary je 1-10 pl a objemy vzorku nepiekracuji 0,1-1% této
hodnoty. K detekovani takového malého mnozstvi se pouzivaji optické detektory (UV-VIS
nebo fluorescencéni). Separacni kapilara neni urena na jedno pouziti. Po kazdé analyze musi
byt vnitfek kapilary vycCiStén. U této metody je vyhodou jednoduchd ptiprava vzorku i
separacni aparatury (Pazourek, 2003).

Kapilarni elektroforézou Ize analyzovat a separovat vSechny typy rozpustnych
ionogennich nizko- i vysokomolekularnich latek, napf. anorganické i organické kyseliny a
zasady, kovové ionty, aminokyseliny, peptidy, bilkoviny, sacharidy, nukleosidy, nukleotidy a
nukleové kyseliny, syntetické polymery a nabité (bio)Castice jako viry, builkky a bunécné

organely (Pazourek, 2003).

3.9.3.2 Elektroosmoticky tok v kapilaie

Povrch kapilary obsahuje negativné nabité funkéni skupiny, které pritahuji pozitivné
nabité ionty. Tyto ionty migruji k negativni elektrodé a unasi molekuly rozpoustédla stejnym
smérem. Tento pohyb kapaliny se nazyva elektroosmoticky tok. Béhem separace se neutralni
molekuly pohybuji stejnym smérem jako elektroosmoticky tok. Pozitivné nabité ionty se diky
elektroosmotickému toku pohybuyji rychleji a negativni jsou zpomalovany (Pazourek, 2003).
Na vnitfnim povrchu kapilary se styka kapalny roztok s pevnou sténou kapilary. Na tenkém
misté styku vznikd elektrickd dvojvrstva. Pevnou ¢ast dvojvrstvy tvofi vnitini sténa kapilary a
byva nabita ploSnym elektrickym nabojem, ktery je ,,pfilepen” na stén¢ a je tedy nepohyblivy.

Pohyblivou ¢ast dvojvrstvy tvoii vrstva (asi 10nm silnd) opacného naboje v kapalné c¢asti.
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Tato pohybliva vrstva podléhd pisobeni napéti a dava se do pohybu smérem k piislusnému
polu, ¢imz strhne cely prufez kapaliny v kapilafe. Tomuto jevu se fika elektroosmoéza. Na
rozdil od elektroforézy, pii které putuji pouze nabité ionty a zbytek roztoku je v klidu, tece pii
elektroosmoze cely roztok najednou. Elektroosmozu Ize ovlivnit sloZzenim roztoku, hlavné
pridavky tzv. tenzidi (povrchové aktivni latky), které mohou zménit rychlost nebo i smér
toku (Gas, 2001).

Elektroforéza mtize vyuzit gel jako nosné médium, ale i jako sito, ptes které malé
molekuly prochazeji Iépe a rychleji nez veliké. Lze tedy dé€lit nabité molekuly podle velikosti.
Pouziva se napf. pii separaci rizn¢ dlouhych sekvenénich fragmenti DNA. Pied separaci jsou
fragmenty oznaceny Ctyfmi fluorescenénimi znackami (barvivy), které odpovidaji Ctyfem
nukleotidovym béazim tvoficim fetézec DNA (cytosin, guanin, adenin, tymin). Na kapildru se
sviti laserovym svazkem a svétlo pii priichodu fragmentl se snimé ¢tyimi detektory, z nichz
kazdy rozpozna své barvivo pies prislusny opticky filtr (Gas, 2001).

Obrazek 13 Kapilarni elektroforéza ( Yu et al., 2012)

Capu["y ﬂ

Buffer vial

Buffer vial
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4 Metodika

4.1 Plemena vybrana pro genetické testovani

K testovani mutace genu MDR1 v laboratofi byla vybrana takova plememena, u kterych
se podle dostupnych zdroji mutace MDR1 objevuje nejcastéji. Bylo testovano 100 border
kolii (58 fen, 42 psti), dale 113 bearded kolii (63 fen, 50 psti) a 40 vzorkl Ceskoslovenskych
vi¢aku. Ve vsech piipadech se jednalo 0 psy a feny s prikazem puvodu. Piehled jednotlivych
hodnocenych zvitat véetné pohlavi a zbarveni je uveden v tabulkach xx xx xx. Bearded kolie
a Ceskoslovensti vicaci nebyli zafazeni v celosvétovych vyzkumech, ale vzhledem k tomu, ze
jsou to referen¢ni plemena ovcaku, ktefi touto mutaci nejvice trpi, byli zafazeni do této

bakalaiské prace. Lze u nich predpokladat vyskyt mutace.

4.2 lzolace DNA

Genomicka DNA byla izolovana z bukalnich buné¢k, které byly odebrany pomoci
specialniho sterilniho cytologického kartacku. Po odebrani vzorkd a jejich vysuseni ve
sterilnim prostiedi byl kartaéek vlozen do mikrozkumavky.

Nasledovala samotna izolace DNA pomoci izola¢niho postupu uvedeného v NucleoSpin®
Tissue Kitu od firmy Macherey-Nagel. Pouzita byla metoda adsorpce na silikat.

Kit obsahuje: 100 ml T1 a 75 ml B3 pufry (pro lyzu buiiky), 150ml BW a 50ml BS pufry (k
promyvani), Elution Buffer-BE (uvolnéni DNA ze silikatového sitka), EtOH, Proteinaza K.

Obrazek 14 Mikrozkumavka se silikatovym filtrem a pouZité pufry
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Postup izolace DNA

Vzorek z bukalni sliznice na cytologickém karta¢ku byl vlozen do mikrozkumavky a
jeho horni Cast byla odstfizena desinfikovanymi niizkami tak, aby se mikrozkumavka
dala zavfit.

Ke vzorku bylo ptidano 180ul T1 pufru a 25 pl Proteinazy K. Nasledné byl vzorek
promichan na vortexu. Vzorek byl vlozen do termoboxu na dobu 30 minut pfi teploté
56 °C a pfi zahtivani byl jesté 4x promichan na vortexu.

Déle se ptidalo 4 ul RNAzy, nasledné¢ bylo ptidano 200 pl B3 pufru. Vzorek byl
znovu promichan a ponechan v termobloku po dobu 10 minut v teploté 70 °C.
Kartacek byl vyndan a do zkumavky bylo ptidano 210 pl 96% etanolu. VVzorek byl
jemng promichan.

Obsah zkumavky byl piepipetovan do zkumavky se silikatovym filtrem. Zkumavka
byla odstfedéna centrifugou pii 11 000 X g po dobu 1 minuty. Tak byla DNA
zachycena na filtru. Zbytek tekutiny protekl skrz filtr a byl vylit.

Silikatovy filtr byl promyt 500 pl pufru BW a znovu odstiedén na centrifuze pfi
11000 x g po 1 minutu a dale bylo promyt 600 ul pufru B5 a znovu odstfedén na
centrifuze pti 11 000 x g po 1 minutu. Tekutina byla vylita.

Vzorek byl jesté jednou odstifedén na centrifuze pii 11 000 x g, aby protekla vSechna
nepotiebna tekutina.

Kuvolnéni DNA ze silikatového filtru byl pouzit pufr BE v mnozZstvi 100 pl.
Nasledné se centrifugoval pii 11 000 x g po dobu 2 minut. Roztok s uvolnénou DNA
byl znovu piepipetovan na filtr a znovu centrifugovan pii 11 000 x g po dobu 30
sekund.

Takto izolovana DNA byla skladovana v mrazicim boxu pfi teploté -20°C.
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Obriazek 15 Termoblok a vortex

4.3 Stanoveni kvantity a kvality izolované DNA

Stanoveni kvantity izolované DNA bylo provedeno pfistrojem NanoPhotometer
(Implen), ktery zjisti kvantitu pomoci UV-spektrofotometru. Ptistroj byl kalibrovan 3ul pufru
BE a nésledné¢ byly postupné piiddvany vzorky na cteci misto spektrofotometru také
v mnozstvi 3 pl. Pfistroj urcil kvantitu DNA a provedl zhodnoceni parametru A260/A280.
A260 a A280 predstavuji zméefené absorbance roztoku pii piislusné vinové délce. Absorbance
pfi 260 nm odraZi koncentraci nukleové kyseliny, absorbance pii 280 nm odrazi jeji Cistotu
(miru ptitomnosti proteinil). Hodnota by se méla pohybovat od 1,8-2,1.

Pro zhodnoceni kvality DNA byla pouzita gelova elektroforéza SubCell (BioRad).
Izolovana DNA byla nanesena do kolonek 1% agar6zového gelu, do kterého byl ptidan
ethidium bromid (EtBr). Ethidium bromid detekuje DNA pii agarézové elektroforéze. Pod
UV EtBr navazany na DNA emituje svétlo diky vmezefenim mezi jednotlivé baze DNA.
Elektroforéza probihala v prostfedi 1x TBE pufru po dobu 30 minut a napéti 120 V. Vysledné
elektroforeogramy byly pomoci programu QuantityOne systému GelDoc archivovany

V pocitaci.
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Obrazek 16 NanoPhotometer a elektroforéza v agar6zovém gelu

4.4 Optimalizace PCRamplifikace-primeryMDR1-orig-F a MDR1-orig-R

Pro detekci kauzalni mutace genu MDR1 byla pouzita dvojice primert, které byly

publikovany v praci Firdové et al. (2016). Primery byly nasledujici: MDR1-orig-F 5
CCTCTCATGATGCTGGT 3" a MDR1-orig-R 5" TGAAATTCCTGCATTTGCA 3.
Primer MDR1-orig-F byl na 5 konci oznaCen fluorescen¢ni barvou 6-FAM. Pomoci
termocykleru byl sestaven teplotni gradient pro vybrani optimalni anealingové teploty.
Teplotni gradient byl tvofen nésledujicimi anelacnimi teplotami: 56 °C, 56,8 °C, 57,9 °C, 59,2
°C, 61 °C, 62,5 °C, 63,5 °C, 64 °C.

Tabulka 8 SloZeni premixu pro PCR amplifikaci primeria MDR1-orig-F a MDR1-orig-R

Slozka Koncentrace
DNA 30ng/12,5pl
Tris KCI 50 mM
MgCl; 1,5 mM
dNTP 200 pM
MDR1-orig-F 0,4 uM
MDR1-orig-R 0,4 uM
Enhancer (TOP-BIO) 2 mM
BSA 5ng/ 12,5 ul
Taq polymeraza 0,70/ 12,5 pul
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K amplifikaci byl pouzit termocykler C1000™ Thermal Cycler od firmy BioRad a program

MDRGR2. Casovy a teplotni profil je uveden v tabulce 9.

Tabulka 9 Casovy a teplotni gradient PCR amplifikace

—— Teplota Cas () Pocet
(°C) cykli
Pocatec¢ni denaturace 95 180 1
Denaturace 95 30 30
Annealing Grad* 30 30
Elongace 72 40 30
Zaveérecna elongace 72 420 1
Chlazeni 12 0

*T1=56 °C, T2=56,8 °C, T3=57,9 °C, T4= 59,2 °C, Ts= 61 °C, Te=62,5 °C, T7= 63,5 °C, Tg=
64 °C

Po amplifikaci po dobu 1 hodiny a 48 minut byla provedena detekce PCR produktt
pomoci horizontalni gelové elektroforézy SubCell (BioRad). Po prob&hnuti vSech cykli
v termocykleru bylo ke vzorkum pfidano 2ul nanasejiciho pufru s barvivem. Dale byl
ptipraveny vzorek s Gen Rulerem 100bp Plus DNA Lader (Thermofisher Science), ke
kterému bylo také piidano barvivo (8 ul H20, 1 pl DNA Lader, 2 pl nanaSeci pufr s
barvivem).

Amplifikace byla ovéfena na horizontdlni gelové elektroforéze. Fragmenty byly
separovany v piedem piipraveném 5% agarézovém gelu s ethidium bromidem v prostiedi 1x
TBE po dobu 40 minut pii napéti 120 V. Nasledné€ byla DNA vizualizovana pomoci ethidium
bromidu v systému GelDoc (BioRad) a byla provedena archivace elektroforeogrami
V pocitaci.

Jako nejvhodnéjsi teplota pro annealing byla podle vysledki gelové elektroforézy

vybrana teplota 56 °C.

4.5 Detekce mutace MDR1 pomoci kapilarni elektroforézy

Po amplifikaci PCR produkti s fluorescencné znacenymi primerovymi pary MDR1-
orig-F a MDR1-orig-R byly produkty ptipraveny pro kapilarni elektroforézu. PCR produkty
byly nafedény PCR vodou v poméru 1:29, byl ptidan velikostni standard Liz600 a Hi-Di
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formamid. Zminéné latky a PCR produkty byly nepipetovany do polypropylenovych
zkumavek pro fragmentacni analyzu.

Tabulka 10 Priprava smési pro kapilarni elektroforézu

Naredény PCR produkt 1:29 (ul) 1
Liz600 (ul) 0,2
Hi-Di formamid (ul) 12

Takto pripravené vzorky byly nasledovné denaturovany pii 95 °C v termocykleru
C1000 (BioRad) po dobu 5 minut a poté byly zchlazeny na teplotu 4 °C. K separaci a
identifikaci jednotlivych alel byla pouzita kapilarni eketroforéza probihajici v pfistroji ABI
PRISM ® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). U nemutované alely byla
piedpokladana velikost amplikonu 60 bp, u mutované alely 54 bp. V tabulce 11 je uveden

ptehled parametrd fragmentacni analyzy.

Tabulka 11 Parametry fragmentaé¢ni analyzy pristroje ABI PRISM 310 Genetic Analyzer

Parametry fragmentacni analyzy Hodnoty pristroje
Délka kapilary 36
Modul GS STR POP4 (1ml) G5
Polymer POP4

Virtualni filtr G5

Doba nasttiku (s) 5

Napéti pii nastiiku (kV) 15
Teplota pti separaci (°C) 60
Napéti pii separaci (kV) 15
Doba separace (min) 24
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4.6 Optimalizace PCR amplifikace-primery MDR1-czu-F a MDR1-czu-R

Pro sekvenacni analyzu byla pomoci programu PRIMER3 input V.0.4.0 (Untergasser et
al., 2012)navrzena dvojice primert MDR1-czu-F5 GGTTGGACCAGGATGGTAATAG3 a
MDR1-czu-R5 TTTCCCCCAGAAATAAACACAC3'. Pomoci termocykleru byl vytvofen
teplotni gradient pro vybrani optimalni anealingové teploty. Teplotni gradient byl tvotfen
nasledujicimi anealingovymi teplotami: 60°C, 60,8 °C, 61,9 °C, 63,2 °C, 65 °C, 66,5 °C, 67,5
°C, 68 °C.

Tabulka 12 SloZeni premixu pro PCR amplifikaci primerd MDR1-czu- F a MDR1-czu-R

Slozka Koncentrace
DNA 30ng/12,5ul
Tris KCI 50 mM
MgCl; 1,5mM
dNTP 200 uM
MDR1-orig-F 0,4 uM
MDR1-orig-R 0,4 uM
Enhancer (TOP-BIO) 2 mM
BSA S5pg/ 12,5 pul
Taq polymeraza 0,7U0/12,5 pul

K amplifikaci byl pouzit termocykler C1000™ Thermal Cycler a program MDRGrad. Casovy
a teplotni profil je uveden v tabulce 13.
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Tabulka 13 Casovy a teplotni profil gradient PCR amplifikace

— Teplota Cas () Pocet
(°C) cykli
Pocatecni denaturace 95 180 1
Denaturace 95 30 35
Annealing Grad* 30 35
Elongace 72 60 35
Zavérecna elongace 72 420 1
Chlazeni 12 o0

T1=60 °C, T2=60,8 °C, T3=61,9 °C, T4= 63,2 °C, Ts= 65 °C, T6=66,5 °C, T7= 67,5 °C, Ts= 68
°C

Po amplifikaci byla provedena detekce substratt DNA na horizontalni gelové
elektroforéze SubCell (BioRad). Po prob&hnuti vSech cykli bylo ke vzorkiim pfidano 2 pl
nanasejiciho pufru s barvivem a byl ptipraven vzorek s GenRulerem 100 bp Plus (1 ul DNA
Lader, 2 pl nanaseci pufr, 8 ul H20).

Fragmenty byly separovany v horizontalni gelové elektroforéze v pfedem ptipraveném
2% agar6zovém gelu s ethidium bromidem v prostiedi 1x TBE. Elektroforéza probihala 40
minut pii napéti 120V.

DNA byla nasledné vizualizovand pomoci syst¢tmu GelDoc (BioRad) a vystupni
elektroforeogramy se archivovaly v pocitaci.

Jako nejlepsi teplota pro annealing byla podle vysledki gelové elektroforézy hodnota

60 °C.

4.7 Sekvenacni analyza

Cilem sekvenaéni analyzy bylo zjistit pfitomnost ¢i absenci 4 nukleotidové delece
v PCR amplikonu. Pro sekvenc¢ni analyzu byly pouzity primery MDR1-czu-F a MDR1-czu-R.
Pro sekvenacni analyzu byli pouziti dva zastupci plemene border kolie (vzorek ¢islo 1 a 56),
dva zéstupci bearded kolie (vzorky Cislo 6 a 92) a dva zastupci plemene ¢eskoslovensky vicak

(vzorky 906 a 927).
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4.7.1 Postup sekvenacni analyzy

1) PCR amplifikace

Slozeni PCR reakce a teplotni a ¢asovy profil jsou uvedeny v tabulkach 12 a 13. Byla
pouzita anelacni teplota 60 °C.

Po probéhnuti amplifikace bylo ke vzorkiim ptidano 2ul nanaSecich pufru. Byl pfipraven
vzorek s Gen Rulerem 100bp Plus s pfidanym barvivem (2 pl) a vodou (8 pl). Nasledné byly
vzorky vlozeny do kolonek horizontalni elektroforézy po dobu 40 minut a napéti 120V.
Fragmenty se separovaly v 2% agar6zovém gelu s pfidanym ethidium bromidem v prostiedi
1x TBE.

2) Precisténi (purifikace) PCR produkti
Zbylé primery a neinkorporované nukleotidy je potieba odstranit pomoci komeréniho
Kitu. Byl pouzit MiniElute PCR Purification Kit (Qiagen). Postup je uveden v tabulce 14.
Tabulka 14 Postup piecisténi

Krok Postup
Byly vyfiznuty ¢asti gelu obsahujici DNA, pouzitim ¢istého skalpelu. Tyto
¢asti byly vlozeny do zkumavky a zvazeny (tab.)

1

2 Ke vzorklim byl pfidan v poméru 1:1 Binding pufr.

Vzorky byly po dobu 10 minut ponechany v termoboxu pfi teploté 50 °C.
Byly jeSté¢ nckolikrat promichany na vortexu. Gel musel byt zcela
3 rozpuitén. Nutnd byla i kontrola pH pomoci barvy vzorku. Zlutd barva
oznaCovala optimalni pH. Pokud byla barva oranZové nebo fialova, ke
vzorklim se pfidalo 10ul octanu sodného.

Dale byl pouzit 100% isopropanol v poméru 1:1 ke sraZeni a piecisténi

4 produktu.
5 800 pl vzorku bylo pfeneseno do zkumavek s precistujicim filtrem. Vzorek
byl centrifugovan 1 minutu pti 14 000 x g. Protekla tekutina byla vylita.
6 Ke vzorkim bylo pfidano 100 pl Binding pufru a po dobu 1 minuty byly
vzorky centrifugovany pii 14 000 X g a protekla tekutina byla znovu vylita.
7 Dale bylo ptidano 700 pl Wash pufru obsahujiciho etanol. Vzorky byly
znovu centrifugovany 1 minutu pfi 14 000 x g, protekla tekutina byla vylita.
8 Vzorky se znovu zcentrifugovaly 1 minutu pti 14 000 x g, aby se zbavily
ptebyte¢ného Wash pufru.
Zkumavka s filtrem se ptenesla do Cisté zkumavky. Ptidalo se 25 pl H2O
9 (pH= 8,1) k uvolnéni DNA na filtru. Vzorek se 1 minutu centrifugoval

14 000 x g.
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Nasledné byla DNA kvantifikovana pomoci NanoPhotometer podle stejného postupu
jako pfi izolaci DNA. Produkt byl natedén H>O na koncentraci DNA 10 ng/ul.

3) Ptiprava sekvenacni reakce
Sekvenace amplikonu MDR1 genu byla provedena pomoci kitu od firmy Applied
Biosystems, BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit. V tabulce 15 jsou uvedeny

objemy pouzitych komponentt.

Tabulka 15 Objemy komponenti pro sekvenacni reakci

Slozka Objem Koncentrace
PCR produkt 75 ul 6,5 ng/ ul
Primer F (R) 3,2 ul 3,2 pikomolu . 20 ul*
5x sequencing Buffer 4 ul 1x
Terminator Ready Reaction mix 2 ul 2ul.20ult

4) Cisténi produktt sekvenaéni reakce

Ke vzorku bylo piidano 2ul roztoku glykogenu, 2 pl 3M octanu sodného a 50 ul 96%
etanolu. Smés byla promichéna a ponechana v klidu 15 minut pii pokojové teploté. Dale byla
centrifugovana po dobu 15 minut a pii 13 200 x g. Pfebytecna tekutina byla odpipetovana a
vysrazené produkty byly zachyceny na dné zkumavky.

K vysrazenému produktu bylo pfidano 250 ul 70% etanolu, byl znovu centrifugovan 15
minut pii 13 200 x g a piebyteéna tekutina znovu odpipetovana. Tento krok se jesté jednou
zopakoval.

Vzorek byl fadn¢ vysuSen vlozenim do termobloku na 30 minut. Termoblok byl vyhiaty
na teplotu 50 °C. Nasledné bylo pfidano 15 pl Hi-Di formamidu.

Vzorek byl piepipetovan do polypropylenovych zkumavek a denaturovan v termocykleru
C1000 (BioRad) pti 95 °C po dobu 5 minut. Dale byl vzorek ochlazen na teplotu 4 °C a
prenesen do podavaciho systému kapilarni elektroforézy. V tabulce 16 jsou uvedeny

parametry sekvenace na kapilarni elektroforéze.
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5) Parametry kapilarni elektroforézy pro sekvenci PCR produktti
V tabulce 16 jsou uvedeny parametry sekvenacni analyzy pomoci kapilarni elektroforézy. Ta
byla provedena pomoci genetického analyzatoru ABI PRISM 310 Genetic Analyser (Applied

Biosystems).

Tabulka 16 Parametry sekvenac¢ni analyzy pomoci kapilarni elektroforézy

Parametry Hodnoty
Délka kapilary (cm) 50
Modul SeqPOP6 (1ml) E
Polymetr POP6
Virtualni filtr E
Doba nasttiku (s) 30
Napéti nastiiku (kV) 2,5
Teplota pii separaci (°C ) 50
Napéti pti separaci (kV) 11,3
Doba separace (minuty) 120
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5 Vysledky

5.1 Vybrana plemena a jejich predispozice k mutaci genu MDR1

V tabulkdch 17 - 23 jsou vypsani zastupci tfi plemen, ktefi byli hodnoceni v této
bakalaiské praci. Plemena byla vybrana podle vysledki riznych autort, kteti také zjistovali
pritomnost této mutace pii svych experimentech. U vybranych plemen (border kolie a bearded
kolie) bylo teoreticky ptedpokladané, ze bude prokazan vyskyt mutované alely genu MDRI.
Déle bylo testovano plemeno ceskoslovensky vicak, které zatim nebylo u jinych autorii
zminovano, ale piesto bylo pouzito diky jeho pfibuznosti s jinymi ovéackymi plemeny.

V tabulkach jsou uvedena ¢isla, pohlavi a barva srsti vySetifovanych psi. Vysetfovani
jedinci neprokézali vyskyt mutované alely. VSech 100 jedincti border kolii, 113 jedinch
bearded kolii a 40 jedinct Ceskoslovenskych vi¢akt bylo dominantné homozygotnich (-/-),

tedy 100% jedinct bylo negativnich pro mutaci genu MDR1.
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Tabulka 17 Border kolie a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 1. ¢ast

Cislo vzorku Pohlavi Barva Mutace
1 fena éerno-bila -/-
3 pes ¢erno-bila -/-
5 pes hnédo-bila -/-
13 fena éerno-bila -/-
16 fena éerno-bila -/-
20 fena gerno-bila -I-
21 pes erno-bila -/-
22 fena gerno-bila -I-
23 pes hnédo-bila s palenim -/-
24 fena erno-bila -I-
25 fena erno-bila -I-
26 fena blue merle -I-
27 pes erno-bila -/-
28 fena erno-bila -I-
29 fena gerno-bila -I-

30 pes erno-bila -I-
31 fena éerno-bila -I-
32 pes tricolor -/-
33 pes erno-bila -I-
34 pes ¢erno-bila -/-
35 fena erno-bila -I-
36 pes erno-bila -/-
37 pes tricolor -I-
38 fena erno-bila -I-
39 pes modro-bila -/-
40 fena hnédo-bila s palenim /-
41 fena erno-bila -I-
42 fena blue merle -I-
43 pes erno-bila -/-
44 fena erno-bila -/-
45 pes erno-bila -/-
46 fena gerno-bila -I-
47 fena erno-bila -I-
49 pes erno-bila -/-
50 pes erno-bila -/-
51 pes hnédo-bila -/-
52 fena erno-bila -I-
53 fena gerno-bila -I-
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Tabulka 18 Border kolie a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 2. ¢ast

Cislo vzorku Pohlavi Barva Mutace
55 pes blue merle s palenim -I-
56 fena tricolor -I-
57 fena erno-bila -I-
59 pes ¢erno-bila -I-
60 fena tricolor -I-
61 pes erno-bila -/-
62 pes ¢erno-bila -/-
64 fena erno-bila -/-
65 fena erno-bila -/-
66 fena éerno-bila -I-
67 fena tricolor -I-
68 pes erno-bila -I-
69 pes red merle s palenim -/-
70 fena erno-bila -I-
71 pes erno-bila -I-
72 fena erno-bila -/-
73 pes blue merle s palenim -/-
74 fena ¢erno-bila -I-
75 fena erno-bila -/-
76 pes ¢erno-bila -/-
77 fena erno-bila -/-
78 fena australska Cervena -I-
80 fena tricolor -I-
81 fena tricolor -I-
82 pes erno-bila -/-
83 fena blue merle -I-
84 fena erno-bila -I-
85 pes erno-bila -I-
86 pes erno-bila -/-
87 fena blue merle -I-
88 fena erno-bila -I-
89 fena erno-bil4 -I-
90 pes erno-bila -/-
91 fena tricolor -I-
92 fena erno-bila -/-
93 fena erno-bil4 -I-
94 fena blue merle -I-
95 fena blue merle -I-
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Tabulka 19 Border kolie a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 3. ¢ast
Cislo vzorku Pohlavi Barva Mutace
96 fena hnédo-bila s palenim -I-
97 fena hnédo-bila -/-
08 pes modro-bila -/-
99 pes erno-bila -I-
100 fena gerno-bila -/-

Tabulka 20 Bearded kolie a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 1. ¢ast

Cislo vzorku Pohlavi Barva Mutace
2 pes ¢erno-bila -/-
3 pes ¢erno-bila -/-
4 pes ¢erno-bila -/-
5 pes hnédo-bila -/-
6 fena ¢erno-bila -/-
8 pes ¢erno-bila -/-
10 fena ¢erno-bila -/-
13 fena hnédo-bila -/-
15 pes ¢erno-bila -/-
16 fena ¢erno-bila -/-
17 pes ¢erno-bila -/-
19 fena ¢erno-bila -/-

21 fena ¢erno-bila -/-
42 fena modro-bila -/-
44 fena tricolor -I-
46 fena erno-bila -I-
47 pes erno-bila -I-
49 pes erno-bila -/-
53 pes erno-bila -/-
54 pes erno-bila -/-
55 fena erno-bila /-
57 fena erno-bila -/-
58 pes hnédo-bila -/-
59 pes modro-bila -/-
66 fena hnédo-bila -I-
68 fena erno-bila -/-
70 pes erno-bila -/-
71 pes erno-bila -/-
72 pes erno-bila -/-
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Tabulka 21 Bearded kolie a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 2. ¢ast

Cislo vzorku Pohlavi Barva Mutace
74 pes erno-bila -I-
82 fena modro-bila -I-
83 fena éerno-bila -I-
85 fena hné&do-bila -I-
87 fena gerno-bila -I-
88 pes hné&do-bila -/-
89 pes hnédo-bila -/-
92 fena gerno-bila -I-
93 fena hnédo-bila -I-
94 fena hné&do-bila -I-
95 fena hné&do-bila -I-
96 pes erno-bila -I-
97 fena éerno-bila -I-
99 fena plavo-bila -/-
100 pes plavo-bila -I-
101 fena hné&do-bila -I-
102 pes hnédo-bila -/-
103 pes hnédo-bila -/-
105 pes erno-bila -I-
110 pes hnédo-bila -/-
111 fena hnédo-bila -I-
112 pes hnédo-bila -/-
113 pes erno-bila -I-

Tabulka 22 Ceskoslovensti vI¢aci a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 1. &ast

Cislo vzorku Pohlavi Barva srsti Mutace
901 fena vlkoseda -/-
902 pes vlkoSeda -/-
903 fena vlkoseda -/-
904 pes vlkoSeda -/-
905 fena vlkoseda -/-
906 fena vlkoseda -/-
907 pes vlkoseda -/-
908 pes vlkoseda -/-
909 fena vlkoSeda -/-
910 fena vlkoseda -/-
911 pes vlkoseda -/-
912 fena vlkoSeda -/-
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Tabulka 23 Ceskoslovensti vI¢aci a vysledky detekce mutace genu MDR1 — 1. &ast

Cislo vzorku Pohlavi Barva srsti Mutace
913 pes vlkoseda -/-
914 fena vlkoseda -/-
915 pes vlkoseda -/-
916 fena vlkoseda -/-
917 fena vlkoseda -/-
918 pes vlkoseda -/-
919 fena vlkoseda -/-
920 fena vlkoseda -/-
921 fena vlkoseda -/-
922 pes vlkoseda -/-
923 fena vlkoseda -/-
924 fena vlkoseda -/-
925 fena vlkoSeda -/-
926 pes vlkoseda -/-
927 pes vlkoseda -/-
928 fena vlkoseda -/-
929 fena vlkoSeda -/-
930 pes vlkoseda -/-
931 pes vlkoseda -/-
932 pes vlkoseda -/-
933 fena vlkoseda -/-
934 pes vlkoseda -/-
935 fena vlkoseda -/-
936 pes vlkoseda -/-
937 pes vlkoSeda -/-
938 fena vlkoseda -/-
939 pes vlkoSeda -/-
940 fena vlkoseda -/-

5.2 Kvalita a kvantita izolované DNA

Kizolaci genomické DNA byl pouzit NucleoSpin® Tissue Kit od firmy Macherey-
Nagel, ktery se ukazal jako vhodny pro izolaci DNA psa. Pfesto, Ze cilem nebylo zjistit
kvalitu a kvantitu DNA, byl kazdy vzorek kvantifikovan z diivodu nezbytnosti pouzivani
shodného mnozstvi templatové DNA v kazdé PCR reakci. Pouzity metodicky postup umoznil
ziskani dostateného mnozstvi genomické DNA s kvalitou vhodnou pro nésledné PCR
analyzy

Pomoci testovaci elektroforézy byla hodnocena vysokomolekularita a pfitomnost RNA

Vv izolovanych vzorcich. Byl ziskan elektroforeogram (obrazek cislo 17), ktery zobrazuje
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fragment DNA. Je patrné, Ze zde nejsou pfitomny molekuly RNA, ani fragmenty degradované
DNA.

Obrazek 17 Testovaci elektroforéza izolované genomické DNA u vybranych zastupci plemene
border kolie

S - GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)
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5.3 Optimalizace anela¢nich teplot PCR markera genu MDR1

Optimalizace PCR marker byla provedena s cilem zjistit optimalni anelacni teploty.
Anealingova teplota byla zjisténa u dvou part primerd MDR1-orig-F, MDR1-orig-R a MDR1-
czu-F, MDR1-czu-R. Teplota musi byt vhodna pro pouzity par primerd. Pti nespravné teplote
se mohou tvofit nespecifické¢ produkty, a nebo se nevytvari dostate¢né mnozstvi produktu.
Proto byl pro kazdy par sestaven teplotni gradient pro vybér nejvhodnéjsi teploty.

Pro primery MDR1-orig-F a MDR1-orig-R byla zvolena teplota 56 °C, pro primery
MDR1-czu-F a MDR1-czu-R teplota 60 °C. Na obrazcich 18 a 19 jsou zobrazeny

elektroforeogramy teplotnich gradientt.

Obrazek 18 Optimalizace anela¢ni teploty p¥i pouZiti primeri MDR1-orig-F a MDR1-orig-R

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T/ T8

s
=

60 bp

S - GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)

Obrazek 19 Optimalizace anelacni teploty pii pouZiti primeri MDR1-czu-F a MDR1-czu-R

S TII'T2: T3 T4 T3 -T6 ' T7 T8

S - GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific)
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5.4 Detekce kauzalni mutace genu MDR1 kapilarni elektroforézou

Pro detekci genotypti u vSech jedinct byly pouzity PCR markery MDR1-orig-F a
MDR1-orig-R.

Vsichni zéstupci pst uvedenych v tabulkach 17 - 23 byli nemutovani homozygoti.
Chromatogram na obrazku c¢islo zobrazuje nemutovaného homozygota s jednim pikem.
Vznika zde pouze jeden fragment o velikosti 60 bp. Na obrazku cislo 20 je tento

chromatogram uveden.

Obrazek 20 Vysledny chromatogram zobrazujici nemutovaného homozygota s jednim pikem
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5.5 Sekvenace amplikonii markeru genu MDR1

Kovéfeni spravného nasedani primert a specifinosti amplifikace byla pouZita
sekvenacni analyza PCR produktu. Pro analyzy byli vybrani vzdy dva zastupci plemen border
kolie, bearded kolie a Ceskoslovensky vicak. Ve vSech ptipadech se jednalo o jedince, u
kterych byla fragmentacni analyzou potvrzena pfitomnost pouze nemutované alely genu
MDR1. Na obrazku 21 je uveden vyiez chromatogramu se ziskanou sekvenci. Na obrazku 22
je uvedeno porovnani ziskanych sekvenci pomoci programu BioEdit version 7.2.5 (Hall,
1999). V Cerveném ramecku je u obou obrazkt vyznacena sekvence Ctyf nukleotidi, které

jsou u mutované alely deletovany.
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Obrazek 21 Sekvenace genu MDR1 u zastupce plemene border kolie
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5.6 Insilico bioinformatické analyzy

In silico analyza oznacCuje vypoetni metodu, ktera je pomérné cCasto pouzivana
v molekularni genetice. Slouzi k porovnavani vysledkt experimentt s In silico modely, které
muzeme najit v riznych nukleotidovych databazich. Pro vyhodnoceni sekvenacni analyzy

byla pouzita mezinarodni nukleotidova databaze Ensembl (Hubbard et al., 2002).

5.6.1 Ovéreni specifity pouZitych primerua In silico analyzou

Cilem In silico analyzy bylo zjistit, zda dvojice primert z experimentalni casti
vymezuji piedpokladany usek. Vychézela jsem z primert publikovanych v praci Firdové et al.
(2016). K analyze byla pouzita nukleotidova databaze Ensembl (Hubbard et al., 2002) a
zjisténd data zde byla ovéfena.

Dvojice pouzitych primert je komplementarni s pfedpokladanou oblasti na
chromozomu 14. Ramecek se Sipkou oznacuje misto s nejvyssi podobnosti se sekvenci. Oba

primery jsou homologni i k jinym ¢astem psiho genomu.
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Obrazek 23 Komplementarita primeru MDR1-czu-F v genomu psa domaciho (databaze Ensembl)

Show Rl entries Showrhide columns (2 hidden)

Genol ion Qverlapping Gene(s) 0 Query start Query end Length Score ¥ Ewval %ID
14-13726826-13726847 [Sequence] MDR1 Reverse 1 22 22 [Sequence] 441 Ge-04 100.00 [Alignment]
2:78756462-78756479 [Sequence] Forward 4 21 18 [Sequence] 362 0.16 100.00 patignment]
17:48631842-48631858 [seauence! Forward 3 19 17 [sequence 342 0.61 100.00 atianment
13-38024419-38024435 [Sequence] Reverse 3 19 17 [Sequence] 342 061 100.00 [Alignment]
12:59138583-59138599 [Sequence] Forward 6 22 17 [Sequence] 342 0.61 100.00 jalignmenti
14:8044615-8044630 [Seouence RBM28 Forward 6 2 16 [Sequence] 322 24 100.00 Alianment
14-16041326-16041341 [Sequence] Reverse 1 16 16 [Sequence] 322 24 100.00 [Alignment]
13:42450543-42450562 [Sequence] GABRAZ Reverse 2 21 20 [Sequence] 322 24 95.00 jAlignment
9:13342796-13342811 [Sequence] HELZ Reverse 4 19 16 [Sequence] 322 24 100.00 Alianment]
6:32427749-32427764 [Sequence] Forward 1 16 16 [Sequence] 322 24 100.00 [Alignment]
6:43723936-43723951 |Sequence Reverse 3 18 16 |Sequence) 322 24 100.00 jalignment
5:74718629-TAT18644 [Seauence] CNTNAP4 Reverse 5 20 16 [Sequence] 322 24 100.00 Alianment
35:15398819-15398834 [Sequence) ENSCAFG00000034264 Reverse 6 21 16 [Sequence] 322 24 100.00 [alignment)

Obrazek 24 Komplementarita primeru MDR1-czu-F v genomu psa domaciho (databaze Ensembl)
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Obrazek 25 Komplementarita primeru MDR1-czu-R v genomu psa domaciho (databaze Ensembl)

; %3
Show U entries Show/hide columns (2 hidden)

Genomic Location Overlapping Gene(s) Orientation Query start Query end Length Score v Eval HID

14:13726430-13726451 [Sequence] MDR1 Forward 1 22 22 [seguence] 441 6e-04 100.00 [alignment)
11:48394348-48394368 [sequence] Forward 1 2 21 [Sequence 424 0.003 100.00 jAianment
37:2653229-2653247 [Sequence] Reverse 3 21 19 [sequence] 38.2 0.032 100.00 jAlianment
22-52829967-52829984 [Sequence] Reverse 5 22 18 [Sequence] 362 0.16 100.00 [Alignment]
19:29513144-29513161 [Sequence] Reverse 5 22 18 [seguence] 362 0.16 100.00 jalignmenti
14:61412320-51412336 [Seauence] Reverse 6 22 17 [Sequence 342 0.61 100.00 jAlianment
11:1094343-1094 365 [Sequence] ENSCAFG00000030653 Forward 4 20 17 [Sequence] 342 061 100.00 [alignment)
11:47665045-47665061 [Sequence] Forward 6 22 17 [Seguence] 342 0.61 100.00 jalignment]
11:49141744-49141760 [Seauence: Reverse 5 22 17 [sequence 342 0.61 100.00 aliznment
19-18084052-18084068 [Sequence] Forward 6 22 17 [Sequence] 342 061 100.00 [Alignment]
H:48330733-48330749 [seqguence] ENSCAFG00000036828, ENSCAFGO0000016517 Reverse 6 22 17 [Seguence] 342 0.61 100.00 jalignment)
X:81646013-81646029 [seauence Forward 6 22 17 [sequence 342 0.61 100.00 jAlianment
X-98868208-98868224 [Sequence] Forward 6 22 17 [Sequence] 342 061 100.00 [alignment]

Obrazek 26 Komplementarita primeru MDR1-czu-R v genomu psa domaciho (databaze Ensembl)
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5.6.2 Insilico identifikace mista kauzalni mutace genu MDR1

V publikacich je uvadéno, ze umisténi genu MDR1 ja na 14. chromozomu. Analyza
tedy byla zaméfena na urceni pfesné pozice genu v genomu psa. Na obrazku ¢islo 28 jsou
zobrazeny prvni exony a introny genu MDRL1. Firdlova et al. (2016) uvadi, ze mutace genu
MDR1 zpusobuje vznik ptedcasného stop kodonu na pozici 75 aminokyseliny a také, Ze se
tato mutace nachazi ve 4. exonu. Pro identifikaci oblasti genu byla pouzita nukleotidova

databaze Ensembl (Hubbard et al., 2002) a pozornost byla vénovana 4. exonu.
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Obrazek 27 Pozice genu MDR1 na autozomu 14 (databaze Ensembl)

Gene: MDR1 ENSCAFG00000001835

Description ATP binding cassette subfamily B member 1 [Source:HGNC Symbol:Acc:HGNC:40]
Synonyms p-gp. MDR1
Location Chromosome 14: 13.644.042-13,743.053 reverse strand.

About this gene
Transcripts

Summary @

Name
Ensembl version
Gene type

Annotation method

CanFam3.1:CM000014.3
This gene has 1 transcript (splice variant), 83 orthologues, 3 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 1 phenotype.

MDR1 (UniProtKB Gene Name)
ENSCAFG00000001835.3
Known protein coding

Annotation produced by the Ensembl genebuild.

Go to Region in Detail for more tracks and navigati pti {e.g. ing)

Gene Legend

Drag/Select: 4=

t 119.01 kb Formard strand e
13 6amb 13 E5Mb 13.66Mb 13.67Mb 13.65Mb 13.70Mb 12.71Mb 13.72Mb 13.73Mb 13.75Mb
Contigs
Genes (Ensembl). = MDRI-Z0L
protein coding
——
13.64Mb 13.65Mb 13.66Mb 13.67Mb 13.68Mb 13.69Mb 13.70Mb 13.71Mb 13.72Mb 13.73Mb 13.7aMb 13.75Mb
strand 115.01 kb

Protein Coding
I Ensembl protein coding

€ configuring the display

Tip: use the "Configure this page” link on the left to show additional data in this region.
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Obrazek 28 Prvnich 5 exoni genu MDR1 (databaze Ensembl)

Exons/ Introns  Translated sequence  Flanking sequence  Intron sequence

Markup  loaded

Exon / Intron
5 upstream sequence
ENSCAFE00000292124

Intron 1-2
ENSCAFE00000019844

Intron 2-3
ENSCAFE00000019847
Intron 3-4
ENSCAFE00000019850

Intron 4-5
ENSCAFE00000019853
Intron 5-6

Start

13,743,053

13,742 666
13,742,222

13,742,151
13,737,181
13,737,129
13,726,709

13,726,537
13,713,854
13,713,799

UTR

End

13,742 667

13,742,223
13,742,152

13,737,182
13,737,130
13,726,710
13,726,538

13,713,855
13,713,800
13,711,819

Start Phase

75

End Phase

Length

387

0|

4,970
52
10,420
172

12,683
55
1,981

.......... atacacacatcTgratatitocacygatatggagctttatgtggacatgc

AGAGRCATGACTCIATGAAATGT TARGAGTCCCCAGTGATTCAGCCGTTATGCGITICIC
TCCTGGCTCTTCTAAGGAGCAACAGCAMGEAGEACATTCCTCCTGGAACTCCAACCTGTT
TCGTAACTCGCCTTGCAATCAGCATTCEEECEAGCGGGCCGGACAGGCGGAACCCCGAGE
CCGATTGGCTGGCGCAGGAGCACCAGGGET GTGGACGGCGLGCCCCCGCCTCACTCCLLGE
GACGCAGGAANCCCGGGECGCCTGCGAGCAGCGGCTCCTCCTGGCT CCARGGRGCCCAGET
CGTTGTTCGTGCCCTCCGGGTCTTTARAGTCTGACTCTCATCTTCCCARATTCCCTTCTC
GGIGGAGGTTGCGARGGARAGCCCGAG

TTTCGCTATTCARATTGGCTTGATAGGTTGTATATGTTGGTGGGGACAATGGCTGCCATC
ATCCATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATGCTGETTTTTGGARACATGACAGATAGCTTIT
CGCAAATGCAGGAATTTCARGRARACRARRRCTTTTCCAGTTATARTTAATGARR

gtaagta gtgg ga gtttg gtggtg

GTATTACGRACAATACACAACATTTCATCARCCATCTGGRAGGRAGGARATGACCAD




Obrazek 29 Vyznacena sekvence kodovaného polypeptidu v sekvenci cDNA genu MDR1 u psa
domaciho

Codons  Alternating codons ~ Alternating codons e
Exons  Alternating exons ~ Alternating exons

Variants |3 prime UTR | IEElCElid Missense Synonymous - =" -*

Other UTR

SRGCCCAGGC 300

Markup loaded

301 CEITGITCGTIGCCCICCGEETCTITAAAGTCTEGACTCTCATCTICCCAAATTCCCTICTC 360

361 GETGEAGETTIGCCAAGGARAGCCCEAGETEACEATCCATCCTEGAAGGAGGCCETARGEES 420
................................. ATGGATCCTGAAGGAGGCCGTARGEEE 27
................................. ~M~-D--P--E--G--G--R--K--G- E}

H
421 BGTGCAGAGAAGAACTTCTGGAARATGGGCAAARRAAGTARAARRANTCAGRAGRARGAR 480
28 AGTGCRGAGARGAACTTCTGEAARATGEECARARRANGTAANARNANTEAGAACARAGAR 87
10 -S--A--E--K--N--F--W--K--M--G--K--K--5--K-—K--N--E--K--K--E- 239

481 RAGRARCCAACTGTCAGCACGTITGCAATGTTTCGCTATTCRAAATTGGCTTGATAGGTTG 540
88 LAGLRLCCRRACTGTCAGCACGTITGCAATGTTTCGCTATTCRARATTGGCTTGATAGGTIG 147
0 -¥--K--p—-1--v--5--T—-F--A—-M--F--B—-Y¥--5--N-—-W-—-L-—-D-——R—-L- 43

541 TATATGTIGGTGGGGACRARATGGCTGCCATCATCCATGGAGCTGCACTCCCTCTCATGATG 600

148 TATRTGITIGGIGGEEEACAATGECTGCCATCATCCATGEAGCTGCACTCCCICTCATGATE 207
s Y¥y--M—-L--V--G--T--M——A2--A-T--T--H--G-2-A-L——-P--L——M-—-M- 69

601 CIGETTITIGGRARCATGACACGATAGCTITGCARATGCAGCRATTTCAAGRARCARLLCT L)

208 CIGGTTITIGGRRACATGACAGATAGCTTTGCARLATGCAGGRATTTCARGRAACARLACT 2a7
70 -L--V--F--G--N--M—-T--D--5--F--A—-N--A——G-—-I--5--R-—-N—-K--T- 89

1 TTTCCRAGTTATARTTAAT GALAGTATTACGRACALRTACACRACATTTCATCRRCCATCTG 720

268 TITCCRGIIATRATIAATGRLAGTATTACGRACRARTACACRRCATTITCATCRRCCATCTG 327

0 -f--p--v--1--1--N—-E--5--I--T--H--N--T--Q--H--F--I--N--H--L- 108

721 GAGGAGGARATGACCACGTATGCCTATTATTACAGTGEEATCGETCCTEESGTECTRETE 7
328 GAGGAGGARATGACCACGTATGCCTATTATTACAGTGGGATCGETGCTEGOGTGCTRETE 387
110 -E--E—-E--M—-T--T--Y¥-—A—-Y¥--Y¥--¥Y-—5-—G--T-—G--A-—G--V—-L--V- 12

781 GCTGCTTACATCCAGGTTTCATTCTGGTGCCTGGCAGCAGGAAGACAGATACTCARRATT 840
388 GCTGCTTACATCCAGGTTTCATTCTGGTGCCTGGCAGCAGGAAGACAGATACTCARRATT 447
130 -A--A--Y--I--Q--V--5--F--W--C--L--A--A--G--R--Q--I--L--K--I- 148

5.6.3 Sekven¢ni charakteristika genu MDR1 u riznych savcii a ortology psiho genu
MDR1

Autofi riznych studii uvadéji, ze obdobny typ mutace v genu MDR1 se nachazi i u jinych
savcl. Psi gen MDR1 byl tedy in silico porovnan s genomy ostatnich savci. Pomoci databaze
Ensembl bylo provedeno porovnani ortologli pstho genu MDR1. Geny podobné genu MDR1
se oznacuji jako ortology. Nejvétsi podobnost se nachézela u kocky, dale u primatt, kon¢ a
pasovci. V databazi Ensembl (Hubbard et al., 2002) byl sestaven kladogram (obrazek 30)

zobrazujici nejblizsi ortology.
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Obrazek 30 Porovnani ortologi psiho genu MDR1 s ostatnimi savci (databize Ensembl)

Rilateral animals: 2 homologs

Bony vertebrates: 14 homologs

'« Telrapods: 12 homologs

WS Placental mammals: 2 homologs

w—=wlll| Laurasiatherian mammals: 3 homologs

w8l caniforms: 2 homologs
]
- MDRL, Dog

a| T ABCHI, Cat
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n
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L] ]
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» s Bony 2 homologs
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" .
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©1 STE6, Saccharomyces cerevisiae
LEGEND

Branch Length

X1 branch length
x10 branch length
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Nodes

r  gene node

= speciation node
= duplication node
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V mezinarodni databazi nebyla MDR1 mutace zavedena, varianta MDR1 nt230(del4) zde neni zmifiovana. Ostatni mutace jsou zobrazeny na
obrazku ¢islo 31.

Obrazek 31 Prehled publikovanych mutaci genu MDR1 (databaze Ensembl)

—t 164.36 kb
13.62Mb 13.64Mb 13.66Mb 13.6BMb 13.72Mb 13.74Mb 13.76Mb
Al PR T | Heeele e [ wgagp g | T I F T A T R U T
SNPsfindels
Genes (Ensembl) 1 b "'* B S
23 “ ‘
ENSCAFTOOOOOOOZSEG‘B
MDR1-201 - - - = = == ' = = = = - - .. - - = = =
11n1 | [ | 1 1 FE 11 1 1 L 1 I sr Bon  NEEE | I U3
1 1 11
M |
‘ [ | [ |
PROSITE patterns PS00211 500211
ABC transparter, conserved site ABC transporter, conserved site
PROSITE profiles ] ] [ ] ] | | u [ u | ] [ | [ ] | | - n |
2 PS5089 P550929 PS508! P550929
ABC transporter-like ABC transgorter tiEe 1, transmembrane domain ABC fransporter-like ABC transgorter‘ t‘ﬁe 1, transmembrane domain
gismlomain PF00005 PFO0GGA PF00005 PrO0664
ABC transporter-like ABC transporter type 1, transmembrane domain ABC transporterlike ABC transporter type 1, transmembrane domain
SMART domains
SMO00382
AAA+ TP-ase demain | # + ATPase domain a
Superfamily do... S5F52540 SSFSP540
P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolase
SSF90123 S5F90123
ABC transporter type 1, transmembrane domain ABC transparter type 1, transmembrane domain
et { | i } i P21k i Ao -
. U ™ | i i g 7 -~ - ;
| ~ b ! / ; & . !
' | y | Y ; / p o s L - 4 f )
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Variant Legend

I Splice acceptor variant

I Splice region variant
B Upstream gene variant

Synenymeus variant
B Downstream gene variant
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6 Diskuze

6.1 Volba modelovych plemen pri FeSeni bakalaiské prace

Volba modelovych plemen do mé bakalarské prace vychéazela z publikovanych
vysledk rtiznych autorti (Geyer et al., 2005a, Grame ret al., 2010, Neff et al., 2004, Monobe
et al., 2015). Byla vybrana takova plemena, u kterych byl nejvétsi piedpoklad vyskytu
mutované alely. VSichni autofi ve svych pracich zkoumaji vyskyt mutace u kolii a
australskych ovcakt. Geyer et al. (2005a) pouzil pouze 2 zéastupce kolii a 1 zastupce
australského ovéaka. U kolii nebyly ptiznaky neurotoxicity pozorovany, ale australsky ovcéak
vykazoval znamky neurotoxicity po podani jedné davky moxidectinu (400ug/kg). Neff et al.
(2004) pouzil 263 kolii a 178 australskych ov¢akt, Monobe et al. (2015) 103 kolii a 16
australskych ovcéaki, Gramer et al. (2010) 2227 kolii a 1908 australskych ovcakt. Dale byla
nejCastéji studovana nasledujici plemena: Seltie, staroanglicky ov¢ak, némecky ovcak,
dlouhosrsty vipet a bily Svycarsky ovcak. Tito psi nevykazovali zndmky neurotoxicity.

Byli tedy vybrani jedinci ze skupiny border kolii, u kterych se mutace vyskytovala
nejcastéji, a dale bearded kolii a ceskoslovenskych vil¢akt, diky jejich blizké ptibuznosti
s ovcackymi plemeny.

Vybrani jedinci nevykazovali zddné znamky neurotoxicity a dalo se tak pfedpokladat,
ze jedinci budou zdravi nebo pienaSeci, bez vyskytu nemocného recesivniho homozygota.

Bylo prokazéano, Ze 100% vysetfovanych jedinct jsou zdravi homozygoti, bez vyskytu
mutované alely. Je mozné, ze zkoumana populace byla malo pocetna anebo se mutace v linii

nevyskytuje.

6.2 Metody izolace DNA

Autofi pouzili k izolaci DNA krev a méné Casto stéry z bukalnich sliznic psti. Monobe
et al. (2015) pouzil k izolaci Illustra Blood Genomic Prep Mini Spin Kit (GE Healthcare).
Geyer et al. (2005a) izoloval DNA z krve pomoci kitu QIAamp DNA Blood Mini Kit
(Qiagen). lzolace DNA je povazovana za rutinni laboratorni techniku a ostatni autofi zptisob

1zolace DNA nepopisuji.
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Izolace DNA z krve v mé praci nebyla pouzita hlavné z divodu nutnosti veterinarniho
1ékate pti odbéru. Bylo také vhodnéjsi vyuzit neinvazivni metodu odbéru, kterym byl odbér
Z bukélnich sliznic.

Pti feSeni bakaléafské prace jsem pouzila k izolaci DNA komeréné vyrabény NucleoSpin®
Tissue Kit (Macherey-Nagel). Tento kit se ukazal jako vhodny pro izolaci DNA.

UV-spektrofotometrem byla zjisténa kvalita a kvantita DNA. Diky rychlému a
jednoduchému postupu je snizena Sance na kontaminaci DNA. Primérnd hodnota A260/A280
byla 1,79. Z toho vyplyva, ze izolovana DNA je vysoce Cista a tento vysledek koresponduje i
s Glaselem (1995), ktery povazuje DNA za Cistou pti hodnoté A260/A280 ~2.

6.3 Optimalizace PCR markeru genu MDR1

Optimalizovany byly v experimentalni ¢asti primery, navrzené v praci Firdlové a kol.
(2016). Bylo nutné tuto optimalizaci provést, protoze kazda laboratot poskytuje rizné
podminky, mize byt pouzivan jiny termocykler, rizné kity a polymerazy. Neff et al. (2004)
pouzival AmpliTaq polymerazu (PerkinElmer), Firdova a kol. (2016) vyuzila polymerazu Taq
Dream Tag (Fermentas a iCyclerTM Thermal Cycler, BioRad), Geyer et al. (2005a) Taq
DNA polymerazu od firmy BioTherm. Podminky amplifikace jsou pak odlisné. Pomoci
teplotniho gradientu byla zvolena anealingova teplota 56 °C pro primery MDR1-orig-F a
MDR1-orig-F a 60 °C pro primery MDR1-czu-F a MDR1-czu-R. Obrazek ¢islo ukazuje vznik
specifického fragmentu a tim potvrzuje vhodnou anealingovou teplotu. Firdlova a kol. (2016)
pouzila anealingovou teplotu 49,9 °C a Geyer et al. (2005a) pouzivalanela¢ni teplotu 55 °C
pfi pouziti odli$nych primert (MDR1-F-5 ATTGGCTTGATAGGTTGTATATG 3, MDR1-
R- 5’CAGGAATTTCAAGAAACAAAACTT3Y). Neff et al. (2004) zvolil anealingovou
teplotu 55 ©°C u zvolenych primerdi z GenBank databaze (CfMDR1F- 5
GGCTTGATAGGTTGTATATGTTGGTGS3', CfMDR1R-
5’ATTATAACTGGAAAAGTTTTGTTTC 3)).

Na zéklad¢ in silico analyzy bylo potvrzeno, Zze anealingova teplota byla zvolena

spravné a metoda PCR produkovala amplikony s vhodnou sekvenci.

6.4 Detekce mutace genu MDR1 pomoci kapilarni elektroforézy

V experimentalni ¢asti byla pouzita metoda kapilarni elektroforézy, ktera detekovala

genotypy psu. Nebyla zde prokdzdna zaddné delece v genu MDR1 a vSichni jedinci byli
80



oznaceni jako dominantni homozygoti bez mutace. Autofi riznych studii kapildrni
elektroforézu nepouzivali i pesto, ze je to snadny a velice piesny zpisob laboratorni metody.

Firdova a kol. (2016), Geyer et al. (2005a) a Monobe et al. (2015) pouzivali ke zji$téni
genotyptl horizontalni gelovou elektroforézu. Tu jsme pouzili pfi optimalizaci anelac¢nich
teplot primerti a ke zjisténi kvality a kvantity DNA. Gramer et al. (2010) pouzil metodu
nazyvanou Automated fluorogenic 5° nuklease TagMan allelic discrimination method.

Ptesto, ze ostatni autoii vyuzili rizné metody, rozhodla jsem se pouzit metodu kapilarni
elektroforézy diky jeji presnosti a moznosti stanovit genotyp u vice vzorkl najednou a

automatickému ptfenosu dat do pocitacového programu.

6.5 Sekvenacni vyhodnoceni PCR markeru genu MDR1

Pomoci sekvenaéni analyzy byly fragmenty DNA od osekvenovany a vysledky byly
zpracovany V pocitatovém programu DNA Sequencing Analysis Software verze 5.1 (Applied
Biosystems). Byl tak zjistén genotyp testovanych jedinc.

Chromatogramovy zaznam sekvence vybranych jedinci odpovidal zdravému jedinci a
sekvenacni analyza se pln¢ shodovala s vysledky ostatnich autorti v ptipadech dominantnich
homozygott. Z toho vyplyva, ze pouzité primery byly vhodné navrhnuty.

Firdlova a kol. (2016) sekvenacni analyzu neprovadéla. Vysledky vycetla pouze
Z horizontalni gelové elektroforézy pomoci fotodokumenta¢niho zatizeni Whatman Biometra.

Geyer et al. (2005a) pouzival pro sekvenovani ABI Prism 373A (Applied Biosystems).

81



[ Zavér

Literarni ptehled byl zaméfen na charakteristiku genomu psa a molekularni
charakteristiku genu MDR1 a jeho dele¢ni mutace, ktera zptisobuje neurotoxicitu u psu. Daéle
jsou zde popsany problémové l1éky, které mohou neurotoxicitu vyvolat a plemena psu, kterd
jsou mutaci genu MDR1 postiZzena nejvice.

V experimentalni ¢asti bylo pouzito plemeno border kolie, které je podle vyzkumu
ostatnich autorti nejcastéji postizené touto mutaci. Plemena bearded kolie a ¢eskoslovensky
vl¢ak byla vybrana z divodu jejich blizké piibuznosti s jinymi ovcackymi psy, u kterych se
delece nejcastéji vyskytuje.

Border kolie jsou v Ceské republice velice oblibené a geneticky material nebylo problém
ziskat.

Pes doméci je vhodnym genetickym modelem pro ovliviiovani a lécbu rakoviny u
¢loveéka. P-glykoprotein je velice vyznamny pro vyzkum lé¢ebnych postupti pii rakovinném

onemocnéni.

Vysledky z této prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

e Byly sepsany zdkladni informace o genu MDR1, jehoZz mutace zplsobuje deleci 4 bazi
ve 4. exonu na 14. chromozomu. Kvuli této deleci vznika netplnéd verze dulezitého
proteinu nazyvaného P-glykoprotein.

e Byla popsana funkce a stavba P-glykoproteinu.

e Byly sepsany substraty P-gp a problémova 1é¢iva pro psy s defektni alelou genu. Dale
byly tyto 1éky charakterizovany.

e Podle vyzkumt z celého svéta bylo zjisténo, Ze mutace se nachazi u mnoha plemen.
Nejvice vSak u border kolii.

e Kvalita a kvantita izolované DNA byla vhodna pro nasledné PCR analyzy.

e Metoda PCR je zékladni technikou zji§tovani mutaci. Metoda byla popsana a vyuzita
V experimentalni ¢asti.

e Primery MDR1-orig-F, MDR1-orig-R a MDR1-czu-F, MDR1-czu-R byly vhodné
navrzeny.

e Optimalizace PCR markeru spocivala ve zjiS§téni vhodné anelacni teploty. Ta byla

potvrzena néslednou horizontdlni gelovou elektroforézou.
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e Bylo vysetfeno celkem 253 jedinct s prikazem plvodu, ktefi pfedstavovali zastupce
tii plemen pst. Plemena byla zvolena podle piedpokladu vyskytu mutace s vyssi
¢etnosti podle jinych autorti.

e Kapilarni elektroforéza se ukazala jako vhodnd metoda pro detekci dele¢ni mutace.

e Mutace se u vysetfovanych psi nevyskytovala. VSichni jedinci jsou dominantni
homozygoti, tedy zdravi jedinci.

e Mezinarodni databaze Ensembl byla pouzita pro porovnavani sekvence markeru genu
MDR1 a byla zjisténa vysokd sekvencéni homologie u jednotlivych ortologli genu

MDR1.

Genetické testy na zjisténi mutace MDR1 nejsou povinné pro chovatele ani majitele pst.
Genetické testy jsou tedy dobrovolné. Vzhledem k tomu, Ze u vySetfovanych plemen a jejich
zastupcli mutovana alela nebyla zjiSténa, lze pifedpokladat, ze mutovanych jedinci je
vV chovech velmi mélo anebo se vibec nevyskytuji. Je tedy dulezité, aby mutace nebyla
prenesena ze zahrani¢nich chovi, kde se studovand mutace genu MDR1 u border kolii
vyskytuje kolem 33%.

Existuji jednoduché molekularni metody pro identifikaci mutace u psich jedincii a proto se
domnivam, ze zélezi pouze na zodpovédnosti samotnych chovatelll, zda se rozhodnou pro

genetické testy €1 nikoliv.
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