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Abstrakt

Dé&dicna katarakta je jednou z nejrozsifenéjSich onemocnéni o¢i u pst. U psit
plemene Stafordsirsky bullteriér doSlo k tak masivnimu rozsifeni této dédicné
nemoci, e je v Ceské republice zavedeno povinné testovéani alespoti jednoho jedince
Z chovného paru. Jedna se o degenerativni onemocnéni ¢ocky, kdy postizeny jedinec
do 3 let trvale oslepne. V Ceské republice se jiz delsi dobu nevyskytuji jedinci
postiZeni touto nemoci, ale stale se objevuji skryti prenaSeci, které je tieba odhalit,

aby nezadouci alely mohly byt vylouéeny z genofondu.

Cilem této prace bylo otestovat jednoduché metody odbérti biologického
materialu, vyzkousSet je v praxi a ovéfit, zda jsou vhodné k izolaci DNA a dale

otestovat alternativni metodu molekularni detekce tohoto onemocnéni.

Celkem byly odebrany stéry bukalni sliznice od 23 psit a fen plemene
StafordSirsky bullteriér. Detekce skrytych prenasecti dédi¢né katarakty se provadéla
pomoci PCR analyzy se specifickymi primery. Ziskané¢ amplikony byly detekovany
pomoci gelové a Cipové elektroforézy a pomoci fragmentacni analyzy. Detekce

pfenaSecl byla zaloZena na ptitomnosti 2 amplikonil (detekce heterozygotit).

V mé praci jsem dosla k zaveru, ze pro detekci skrytych prenasecu je nutné
pouzivat fragmenta¢ni analyzu z diivodu rozdilu pouze jedné baze ve sledovaném
useku DNA. Gelova ani Cipova elektroforéza neposkytuje tak vysoké rozliSeni a neni
mozné detekovat dva fragmenty liSici se pouze o jeden bp. Jako nejvhodnégjsi metodu
odbéru DNA jsem zvolila stéry bukalni sliznice cytologickym kartackem a izolaci

DNA metodou chelex s naslednym piecisténim vzorku.

Klic¢ova slova: pes; izolace DNA, katarakta; molekularni markery; PCR



Summary

The hereditary cataract is one of the most common eye disease in dogs. The
expansion of this disease in the Staffordshire bullterrier breed has been so massive
that in the Czech Republic was introduced the rule of mandatory testing of at least
one of a breeding pair. This is a degenerative disease of the lens causing total
blindness of the affected animal within three years. Since some time ago there are no
more dogs affected by the disease in the Czech Republic, there are however still
hidden carriers which need to be discovered to the complete extinction of the disease

in the genome.

The goal of this study was to test simple ways of collecting biological
samples, try them in practice and to verify whether they are suitable for the DNA

isolation and also to test an alternative method of molecular detection of this disease.

In total there have been 23 buccal swabs collected from male and female
Staffordshire Bullterrier examples. The detection of the hidden carriers of the
hereditary cataract was carried out by PCR analysis with specific primers. The
obtained amplicons were detected by both gel and chip electrophoresis and by using
fragment analysis. This detection of the carriers was based on the presence of two

amplicons (heterozygotes).

I came to conclusion that to detect hidden carriers it is neccessary to use the
fragment analysis because of the difference of only one base in the reference section
of DNA. Neither gel nor chip electrophoresis does provide sufficiently high
resolution and it is not possible to detect two fragments that differ only by one bp. As
the most appropriate sampling method | have chosen the buccal smear by cytological
brush followed by isolating the DNA by Chelex with purification of the sample

subsequently.

Keywords: dog; DNA isolation; cataract; molecular markers; PCR
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1. UVOD

Chovem psii se ¢lovek zabyva jiz od nepaméti. Psy zacal Slechtit nejdiive pro
ucely lovu, ochrany obydli a majetku. Pozd¢ji zacal pes hrat nezastupitelnou roli i

jako spolec¢nik.

O piivodu a domestikaci psa se vedou dodnes diskuze, ochocovani vkt jisté
probihalo paraleln¢ v riznych oblastech, ale zachovala se viceméné pouze jedna
domestikovand linie, tudiz maji soucasni psi spolecného predka. V soucasnosti
Mezinarodni kynologicka organizace FCI uznavéa kolem 350 plemen pst, mnoho
dal§ich je FCI neuznanych. Ztoho prameni vysokd morfologickd rozmanitost
navzdory uzké genetické zakladné. Ptiblizné 80 % soucasnych plemen psti jsou tzv.
moderni plemena, ktera se zacala vyvijet na prelomu 18. a 19. stoleti, ale n¢ktera

plemena maji velmi dlouhou historii, ktera saha az tisice let zpé&t.

Pravdépodobnym ptredkem psa je starovéky evropsky vlk, domestikovany
evropskymi lovci a sbéraci pred vice nez 18 000 lety a vlk je i geneticky nejbliz§im
ptibuznym psa. Za hlavni genetickou odlisnost mezi psy a vlky se kromé gent
ovliviiyjicich psychiku pokladaji geny pro enzymy amylazy, které umoziuji travit

Skrob.

Je zndmo nckolik set geneticky podminénych nemoci, které se vyskytuji
soucasn¢ u ¢loveka i psa. K nejcastéjSim spolenym onemocnénim patii rakovina,
epilepsie, alergie, nemoci selhani imunitniho systému, slepota, hluchota, srdecni
onemocnéni a 1 Sedy zékal (katarakta). Rozsifeni dédi€nych onemocnéni pfispél jak
pokles populace, ktery nastal n¢kolikrat v prubehu vyvoje, tak regulace chovu (tzv.
plemenné standardy). Pfikladem muze byt pozadavek Cistoty plemene, ktery byl
poprvé formulovan v 19. stoleti. Cena za mnozstvi modernich plemen, ktera vznikla
selektivnim chovem, je uchovéani urcitych dédi¢nych vloh, kterymi byly dale
pfedavany také negativni vlohy a mutace. Doslo ke ,,zpevnéni*“ genové struktury
vcetné dédi¢nych nemoci.

Rozsahlé slechténi modnich plemen (oblibeny sire efekt, liniova plemenitba),
inbreeding a obtizna diagnostika pfenasecii pfispivaji k mutacim zodpovédnych za

recesivni podminky, které vedou ke vzniku vzéacnych recesivnich onemocnéni. Tyto



podminky nastdvaji zejména u malopocetnych plemen, ale vyskytuji se i u plemen

roz$itenych, kde se praktikuje uzka piibuzenska plemenitba.

Ucinnymi prostiedky na odstranéni mutace u postizenych plemen jsou
predevsim kontroly pomoci diagnostickych testi DNA a praktikovani vhodnych
Slechtitelskych programi.

Tato price je zaméfena na molekularni testovani dédi¢ného zdkalu oka
(katarakty) u plemene StafordSirsky bulteriér. Vyvstala otazka, zda je mozné pro
detekci této choroby pouziti i jiného postupu, nez-li je bézné pouzivana metoda
molekularni detekce choroby a zda je mozné alternativné odebirat a izolovat DNA
pst. To by zjednodusilo praci jak samotnych chovatelim, tak laboratofim, které¢ by
se chtély zabyvat vyzkumem této nemoci vyskytujici se v populaci pst s teoretickou

navaznosti na vyzkum této choroby u ¢lovéka.
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2. LITERARNI RESERSE

2.1 Struktura genu a genomu

2.1.1 Struktura sav¢iho genomu

Genom je soubor genetického materidlu nejen bunky, ale 1 jedince a druhu a
je slozen z kodujicich a nekddujicich ¢asti DNA sekvenci. Hlavni geneticky material
se nachazi v jadru bunky. Pfevdzna ¢ast genomu je tvofena v rtizném rozsahu
nekodujicimi sekvencemi DNA (95 %). Zbylych 5 % nese genetickou informaci v

podobé gentl, které fidi polypeptidové fetézce a jsou oznacovany jako strukturni

geny (savci jich maji okolo 100 000) (Hruban a Majzlik, 2005).

2.1.2 Struktura savéiho genu

Gen je zakladni funkéni jednotka dédicnosti, nesouci genetickou informaci
pro jeden polypeptidovy fetézec. Gen je mozné chéapat z riznych hledisek a dfive
uvedena charakteristika odpovida pohledu molekularni genetiky. Dal$i hlediska napf.
Klasicka mendelisticka genetika chape gen jako jednotku genetické analyzy, ktera je
pouzivana u dédicnych znakid, u nichz je znamé jejich pfiblizna lokalizace na
chromosomu, ale neni znam jejich polypeptidovy produkt. Novéjsi definice udava, ze
strukturni gen je sekvence nukleotidi nesouci genetickou informaci, kterd po
transkripci a translaci fidi jeden polypeptidovy fetézec (Snustad and Simmons,
2011). Tyto strukturni geny jsou riiznych velikosti a daji se rozdélit do nékolika
skupin. Malé geny, které jsou velké ptiblizné okolo 500 pard bazi, stfedni geny a
velké geny, jejichz velikost se pohybuje v rozmezi 1 200 az 20 000 part bazi a
posledni skupinu tvoii geny obii, jejichz velikost dosahuje az 2 milidony part bazi

(Hruban a Majzlik, 2005).

2.1.3 Struktura psiho genomu

Uvadi se, Zze pes ma 20439 gentli, coz je mnohem mén¢ nez u c¢loveka
(Dostal, 2007). Velikost genomu psa je 2,4 Gbp (Kirkness et al., 2003), toto je
srovnatelné s velikosti genomu mysi 2,5 Gbp (Waterston et al., 2002) nikoli vSak s
velikosti lidského genomu, ktery ¢ini 3 100 000 000 bp (3,1 Gbp) (Peter, 2005).

Podil repetitivnich sekvenci ve struktufe genomu je zhruba 31%, coz je opét méné
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nez u lidského genomu (46%) a mySiho genomu (38%) (Kirkness et al., 2003).
Nejbéznéji vyskytujicim se mikrosatelitnim motivem genomu psa je (CA)n(GT)n. Z
pohledu mapovani jsou vyznamné zejména tetranukleotidové repetice (GAAA)n,
vyskytujici se v celém genomu psa a vykazujici vysokou urovein polymorfismu
(Francisco et al., 1996). Délka mitochondrialniho genomu je zhruba 16,7 kb a
zahrnuje regulacni oblasti 13 ORFs, 22 gentl pro tRNA a 2 dva geny pro rRNA (Kim
etal., 1998).

2.2 Metody pouzité pri mapovani psiho genomu

Mapovani psiho genomu znadzorfiuje stanoveni potadi gend, jejich umisténi na
chromosomech, seskupeni, posloupnost v rdmci vazebnych skupin a nésledné urceni
sekvence DNA. Metody, pouzivajici se k mapovani, se mohou a daji kombinovat.
Vysledkem jsou pak rizné typy genetickych map, jako jsou napt. vazboveé,
chromosomové, fyzické, komparativni nebo kombinované. V roce 1992 byly
polozeny zéklady mezinarodni spoluprace pfi mapovani psiho genomu. Do projektu
DogMap bylo postupné zapojeno 42 laboratofi z 20 evropskych zemi, Velké
Britanie, Australie a Severni Ameriky. Cilem bylo sestaveni detailni vazbové mapy
se vzdalenosti markerGi 20 cM a cytogenetickou lokalizaci vazbovych skupin na
chromosomy pomoci FISH. Pro tento tcel byly sestaveny rodiny zaloZené z jedinct
plemene beagle a némecky ovéak (Dolf et al., 1999).

Soucasti této mezinarodni spoluprace byl ustanoven THE NHGRI Dog
Genome Project jehoz cilem byla identifikace genetickych markerd dédi¢nych
onemocnéni (THE NHGRI Dog Genome Project, 2005).

V soucasné dobé¢ jsou uvefejnény v databazi EMBL/GenBank vysledky ze
dvou projektl zabivajici se sekvenaci genomu psa. Prvni vysledky uvedl tym slozeny
z The Institute for Genomic Research a The Center for Advancement of Genomics.
Genomové sekvence byly ziskany od plemene pudl (Kirkness et al., 2003) a
vysledky zdruhého vyzkumu uskutecnéného na Broad Institute MIT/Harvard,
Cambridge, USA, byly sekvence genomu plemene boxer (Lindblad, 2004).
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2.2.1 Vazbové mapovani

Vazbové mapovani je zalozeno na sledovéani segregace alel polymorfnich
markerti ve vicegeneraénich referen¢nich rodinach. Cim jsou tyto markery na
chromosomu blize k sob¢, tim vétsi je pravdépodobnost, Ze rodi¢ovské alely nebudou
crossing-overem vzajemné separovany a budou se u potomstva vyskytovat spole¢né
(Ostrander et al., 2001).

Prvnich 16 vazbovych skupin genomu psa zahrnujicich 43 markert bylo
popsano ve studii projektu DogMap. Celkem bylo vyuzito 129 psii (némecky ovcak a
beagl) (Lingaas et al., 1997). Pribézn¢ byl pocet markeri navySen na 187 s
prumérnou vzdalenosti 8,9 ¢cM tvoricich celkem 39 vazbovych skupin (Lingaas et al.,
2001).

Ze 17 trigeneracnich rodin tvofenych 212 jedinci plemene trpasli¢i pudl, toy
pudl, norsky elkhound, irsky setr, beagle a dobrman bylo uréeno 30 vazbovych
skupin (velikost cca 2,3 — 106,1 cM s primérnou vzdalenosti 14,03 cM) byla
sestavena vazbova mapa. Celkova délka této mapy Cinila zhruba 2073 cM (Mellersh

etal., 1997).

2.2.2 Cytogenetické mapovani

Mellersh et al. (2000) spojenim vazbové a cytogenetické mapy psiho genomu
lokalizoval 217 markeri pomoci vazbového i radia¢niho hybridniho mapovani, coz
vyustilo v identifikaci 44 syntennich skupin. Soucasné metody cytogenetického
mapovani jsou predevS§im zaloZeny na fluorescen¢ni in situ hybridizaci (FISH),

somatickych hybridnich panelech a radia¢nich hybridnich panelech (RH-panely).

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Rozvoj FISH ve spojeni s konstrukci bakteridlnich knihoven psiho genomu
vyznamné roz§ifila paletu metod pouzitelnych k lokalizaci markerd na psi
chromosomy (Li et al., 1999; Schelling et al., 2002; Schelling et al., 2004).

K oznaceni DNA-sond pro FISH Ize vyuzit dvou metod. K pfimému oznaceni
je vyuzivano nukleotidi konjugovanych s fluorochromem (FITC-dUTP, Cy3-dUTP),
kdy je po hybridizaci viditelny signal vytvareny konjugatem. Nepiimé oznaceni
vyzaduje vizualizaci sond oznacenych hapteny (napft. biotin-16-dUTP)(Breen et al.,
2000). Metodu FISH lze rovnéz pouzit k mapovani markert typu I 1 II (Stabej et al.,
2004; Klukowska-Rotzler et al., 2005).

13



Somatické hybridni panely

Somatické hybridni panely jsou tvotfeny kolekci mezidruhovych hybridnich
linii bun¢k. Kazdy hybrid obsahuje kromé chromosomi prvotniho akceptorového
organismu také mikrobunééné ¢i celobunééné hybridni panely chromosomu
donorového organismu, jez je predmétem studia. Poloha genetickych markert se

urcuje na zaklad¢ jejich segregace mezi jednotlivymi hybridy (Naylor, 1997).

Radiac¢ni hybridni panely

Béhem mapovani pomoci radiacnich hybridnich panelt jsou chromosomy
donorového organismu vystaveny radiaci. Nasledné¢ dojde k fragmentaci
chromosomil a poté je provedena fuze ziskanych fragmentt s neosetfenymi bunikami
akceptora, béhem niz dochéazi k vytvoreni hybridnich linii bun¢k akceptorového
organismu obsahujicich pfesné definovanou cast chromosomi donora. Vyhodou
tohoto mapovani je moznost lokalizace i nepolymorfnich markert (Ostrander et al.,
2001).

Prvni celogenomovy radia¢ni hybridni panel u pst nesl ozna¢eni RHDF5000
(Vignaux et al., 1999a; Vignaux et al., 1999b) k jehoz sestaveni bylo pouzito fiize
psich fibroblastt a akceptorovych bun¢k kiecka. Vysledkem pak bylo 126 linii bun¢k
s prumérnou retencni frekvenci 21% a rozliSovaci schopnosti 600 kb. Uvedeny panel
byl pouzit k sestaveni prvni RH-mapy psiho genomu zahrnujici 218 genli a 182

mikrosatelitii (Priat et al., 1998).

2.3 Metody izolace a analyzy DNA

2.3.1 1zolace DNA

Béhem izolace DNA se musi brat vavahu podobnost s ostatnimi
biopolymery, a proto jsou vybirany metody s vysokou selektivitou, casové nenarocné
a z ekonomického hlediska vyhodné. Pro vzorky obsahujici malé mnoZstvi DNA,
jsou sestaveny velmi citlivé metody. Je rovnéZ potieba pocitat s nestabilitou DNA a
zachovat takové podminky, aby co nejvice odpovidaly fyziologickym hodnotam a
nedochéazelo k degradaci molekul (pfedev§im pH a teploty) (Anzenbacher a Kovar

1986).
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Izolace CTAB (cetyltrimetylamoniumbromid)

Izolace CTAB slouzi k extrakci vétsiho mnozstvi DNA pro tucely
standardizace metod a pro ucely AFLP analyzy. Tato metoda je zalozena na
schopnosti CTAB vytvaret komplex s nukleovymi kyselinami, ktery se pii vysoké
koncentraci soli rozpousti (0,7 M NaCl), ale pii snizené¢ koncentraci soli (0,45 M
NaCl) vytvaii srazeniny. CTAB soucasné pusobi jako detergentni Cinidlo, které
uvoliiuje DNA z komplexu membran a proteinti. Dal$i modifikaci této izolace je
piidani CTAB-PVP. Piidani PVP odstraniuje kontaminanty a umoznuje tak ziskani
Cisté a kvalitn€jsi DNA (Williams et al., 1992; Borges, 2009; Murray and Thompson,
1980).

SDS - PAGE

Tato metoda probiha za pfitomnosti dodecyl sulfatu sodného na
polyakrylamidovém gelu. Jde o velice dobfe reprodukovatelnou a vhodnou metodu
pro tvorbu proteinovych profili. Metoda pracuje na principu odd€lovani proteinil na
jejich odlisné relativni molekulové hmotnosti, kterd je zjiStovana z mobility bilkovin

na polyakrylamidovém gelu.

SDS-PAGE se dfive vyznacovala dvéma podstatnymi charakteristickymi
rysy:
1) Velikost poru v gelu bylo mozno upravovat tak, jak bylo potieba, tedy jak
velké ionty bylo nutné izolovat.
2) Analyzované ionty byly pfed zacatkem oddéleni soustiedéné do tzké

startovaci zony. (Ornstein, 1964)

Metoda byla nasledné vylepSena a zacala se pouzivat pro frakcionaci bilkovin
a dale bylo zavedeno pouziti Tris - glycinovych pufri (Laemmlim, 1970). Metodu
dale vylepsili Schiager a von Jagow (1987).

Dodecyl sulfat sodny ptsobi jako denaturacni €inidlo a rozdéluje naprostou
vétSinu nekovalentnich vazeb v proteinech. Aniont SDS je vazan na zékladni fetézec
polypeptidu (jedna molekula SDS na dvé aminokyseliny). Komplex denaturovan¢ho

proteinu s SDS ziska zaporny naboj a na gelu migruje k anodé (Gorg et al., 2004).
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2.3.2 Extrakce DNA

Fenol-chloroformova extrakce

Pti fenol-chloroformové extrakci dochazi k denaturaci proteind a ty je mozné
oddélit od DNA rozpusténé ve vodném prostiedi. V extrakénim pufru je pfitomna
proteinaza K a SDS (dodecyl sulfat sodny), aby doslo k rozruseni bunécné stény a
proteinti chranicich nukleotidova vladkna v chromozomech. Extrakce zahrnuje ptidani
smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform se nemisi s vodnym
roztokem, jez obsahuje DNA, ale pfi protfepani srazi proteiny, které jsou piitomny
ve vodné slozce. Po centrifugaci se na rozhrani téchto dvou ¢asti objevi bily prstenec
srazenych proteini. Horni vrstva s obsahem DNA je opatrné¢ pfenesena do nové

vewr

(Kochl et al. 2005).

Extrakce chelexem

Chelex je specidlni chelatujici Cinidlo, véazajici ionty hoiciku a mize byt
pfiddna ptimo do zkumavky se vzorkem DNA. Tim, Ze dojde k navazéani hoiciku,
inaktivuje Chelex rizné nukleazy, které mohou poskodit DNA. VétSinou je
pridavana 5% suspenze Chelexu a DNA je po né€kolik minut denaturovana. Po
centrifugaci je odebran supernatant s DNA, zatimco Chelex spolu s necistotami a
denaturované proteiny ziistavaji pii dné. Vyhodou je, Ze po izolaci se mize rovnou

postoupit k PCR (Walsh et al. 1991).

Adsorbce na silikat

V dne$ni dobé€ je zejména pouzivana metoda extrakce DNA pomoci silikatu.
Nejcastéji jsou pouzivany napt. QJAamp DNA Mini Kit. Metoda je zaloZena na tom,
ze v prostredi chaotropnich soli se DNA adsorbuje na silikatové ¢astice. Necistoty a
piipadné inhibitory, které ziistanou v roztoku Ize pak jednoduse odstranit. Castice s
adsorbovanou DNA se nechaji usadit (Ize urychlit centrifugaci) a pak se supernatant
obsahujici nezadouci latky odsaje a promyjeme novou davkou pufru s chaotropnimi
solemi. Po opétovném odstfedéni a odsati zlistdva na cCasticich Cista DNA. Tu Ize
snadno uvolnit pfiddnim vody nebo vhodného pufru, ktery neobsahuje chaotropni
soli. Po odstfedéni zlistanou na dné jen samotné castice, nad nimi je Cisty roztok

DNA (Greenspoon et al. 1998).
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Vsolovani a vysolovani

Metoda vsolovani a vysolovani je zaloZena na zméné rozpustnosti molekul
DNA v zavislosti na zmén¢ koncentrace iontl v roztoku. S rostouci koncentraci iontd
rozpustnost zpocatku roste (DNA se do roztoku vsoluje) a po dosazeni maxima

rozpustnost molekuly klesa (DNA z roztoku vysoluje) (Anzenbacher a Kovar 1986).

2.3.3 Analyzy DNA

PCR (polymerase chain reaction - polymerazova fetézova reakce)

PCR byla objevena v roce 1986 Karlem Mullisem. Jde o enzymaticky proces,
béhem kterého dochazi k replikaci uréité casti sekvence DNA a neustile se
amplifikuje (Mullis et al. 1986). Tento proces vyzaduje okolo 30 cykll, kde dochézi
k zahtivani a ochlazovani vzorkl. Behem tohoto procesu se stfidaji tfi razné teploty
25 — 35 krat. Nejdilezitéjsi soucasti jsou polymeraza (Tagq polymerdza pochézejici z
bakterie Thermus aquaticus) a templat. Dale chlorid hofe¢naty, KCI, pufr,
deoxynukleotid trifosfat (ANTPs), sérovy albumin a voda. PCR je sloZeno z n€kolika
krok:

1. Denaturace (DNA je zahfivana na teplotu 94-98 °C, dochazi k
rozvolnéni dvousroubovice a vznikd tak jednovldknovd DNA, na
kterou poté nasedaji primery).

2. Nasednuti primera (pii teplot¢ 50 — 65 °C nasedaji primery na
specificka mista DNA).

3. ProdluZovani primeri (pfi teplot¢ 72 °C (pro Taq polymerazu)
dochazi k samotné syntéze DNA. Ve sméru od 5' konce k 3' konci
ptirGsta vlakno DNA komplementarni k ptivodni molekule DNA
(Kumar and Gurusubramanian, 2011, Mullis et al. 1986).

RAPD (Random amplified polymorphic DNA)

RAPD je metoda zalozena na metodé PCR, pii které se pouzivaji velmi kratké
nahodné primery a nizké teploty nasedani. Do smési pro PCR se pfidava jen jeden
primer, ktery ma diky své malé délce fadu komplementdrnich mist na rtznych
mistech genomu. S velkou pravdépodobnosti se pak stane, ze dva primery nasednou
na komplementarni vldkna DNA pomérné blizko sebe a takto oznaceny fragment se

namnoZzi pii PCR. Obvykle se pfi jedné PCR takovych dvojic najde vice a vznika
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smés fragmentli o rizné délce, které lze elektroforeticky analyzovat (bézné se
pouzivaji horizontalni agarézové gely).

Bohuzel, RAPD metoda méa nékteré problematické vlastnosti. Ma nizkou
opakovatelnost, je velmi citliva i na sebemen$i zmény i na nepatrné kontaminace.
DalSim problémem je taktéz dominance fragmentl, které neumoziuji rozliSeni
heterozygotii od dominantnich homozygotu. I pies tyto nevyhody je metoda uspésné
pozivana nejen pii druhovych identifikacich, ale 1 pfi populacnich studiich nebo
analyze paternity. Znac¢nou vyhodou je jeji univerzalni vyuziti, nizka cena a pomérné

jednoduché technické vybaveni (Kumar and Gurusubramanian, 2011).

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Polymorfismus délky restrikénich fragmentd (RFLP) je oznaceni pro jev, pti
némz se po rozs$tépeni nékolika vzorki DNA od rtznych jedincd pomoci
zvlastnich enzym (restrikénich endonukleaz) projevi rozdily v délce takto
vzniklych DNA restrikénich fragmentii. Tyto rozdily jsou zptusobeny odchylkami
sekvenci DNA, které obsahuji rozpoznédvaci fetézec nukleotidi pro restrikéni
endonukledzy a miize tak dojit ke Stépeni DNA, anebo restrikéni misto neobsahuji a
ke Stépeni nedojde.

RFLP ma praktické vyuziti v postupech zjist'ujicich genetické rozdily mezi
jedinci jednoho druhu. Konkrétné je vyuzivano k prenatalnim testim na srpkovitou

anémii (Rasmussen, 2012).

AFLP (amplified fragment length polymorphisms)

AFLP je metoda vyuZivajici kombinace restrikéniho §tépeni a PCR. Vyhodou
je, ze rychle vygeneruje velké mnozstvi polymorfnich marker bez nutnosti znalosti
genomu studovaného organismu. Na rozdil od RAPD vynikd vysokou mirou
opakovatelnosti a nevyhodou oproti RAPD je vyssi cena a technickd naro¢nost (V0s

and Kuiper, 1997)
Sekvenc¢ni analyza

Sekvenaéni analyza stanovuje primarni strukturu DNA, tj. pfesné potadi
jednotlivych nukleotidii (Adenin, Thymin, Guanin, Cytosin) (Klug et al., 2006).
Znalost pfesného potadi jednotlivych nukleotidi se vyuZzivd v mnoha oborech, jako

jsou medicinskd diagnostika nékterych chorob nebo vrozenych vad, forenzni biologie
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(forenzni antropologie, odontologie...) a v neposledni fad¢ biologicka klasifikace a
biotechnologie. Sekvenac¢ni analyza mitochondridlni DNA (mtDNA) je dulezitym
nastrojem forenznich genetikii vhodnym pro identifikaci lidskych poztstatki napf.
pii hromadnych nestéstich, pfi nalezu masovych hrobli nebo v piipadech

degradované DNA (Butler, 2005).

2.3.4 Separace DNA

Kapilarni elektroforéza

Elektroforéza je rozdil pohybu nabitych ¢astic (iontl) v elektrickém poli.
Umisténim smési proteini do zkumavky se zékladnim elektrolytem (background
electrolyte, BGE) a pouzitim elektrického pole bylo zjisténo, ze jednotlivé
komponenty vzorku migruji uritou rychlosti. Tato rychlost je dana jejich nabojem a
mobilitou. Uginnost separace ve vodném roztoku je redukovana tepelnou difuzi a
konvekci (Sifenim tepla), proto byla klasicka elektroforéza pievedena na
nekonvekéni média, jako jsou napft. polyakrylamidovy gel (PAGE) nebo agarozovy
gel. Gely na desce nebo v podobé trubic jsou pouzivany zejména pro separaci
biologickych makromolekul (nukleové kyseliny a proteiny). Nevyhodami jsou napf.
ptili§ dlouhd separace, nizkd c¢innost nebo obtiznost detekce. Jinou variantou je
separace v uzkych otevienych trubicich nebo kapilarach. Tyto kapilary maji nizkou
vodivost a produkujit jen malé mnozstvi tepla. Elektroforéza v otevienych trubicich
byla poprvé popsdna roku 1967 Hjerténem. Tehdy byly k dispozici pouze
milimetrové kapilary, proto je Hjertén zacal otacet podélné kolem jejich osy, aby
minimalizoval u¢inky konvekce. V posledni dobé se kapilarni elektroforéza vyvinula
natolik, Ze ma zastoupeni nejen v laboratotich, ale 1 pfi mnoha dalSich praktickych
aplikacich v raznych oblastech (ve farmaceutickych, forenznich, klinickych,

potravinaiskych, chemickych a biochemickych analyzach) (Lauer, 2010).

Cipova elektroforéza

Roku 1992 byla kolektivem Harrisona poprvé predstavena kapilarni
elektroforéza v mikrofluidnim formatu na cipu (micro-chip based capillary
electrophoresis, MCE) (mikrofluidnim formatem je ozna¢ena manipulace s
tekutinami v mikrokanalech o rozméru 10 — 100 um). Odvod tepla v ramci Cipu je
mnohem vyhodnéjsi nez v ramci kapilary, avSak stale se jednd o ten samy material.

Kanalek, v némz probihéd separace je kratSi a miiZze byt upotiebena vyssi intenzita
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elektrického pole, a tim se cela separace urychli. Dalsi vyhodou je nizka spotieba
vzorku a dalSich potfebnych chemikalii. Elektroforéza je tak stile nejvyznamnéjSim
zdrojem separace na mikrofluidnich Cipech. Za prvé, podstatnou casti elektroforézy
je elektrické pole aplikované prostfednictvim kontaktu elektrod s elektrolytem bez
pouziti vysokého tlaku jako je tfeba v pfipad¢ chromatografie. Za druhé, v nékterych
modifikacich elektroforézy (CZE, MEKC, IEF), je separacni t€innost dana velikosti
napéti. Pii elektroforéze na Cipu je mozno dosdahnout vysoké ucinnosti pii aplikaci
vysokého napéti, 1 pfestoze je separacni kanal kratky. Obecné tedy plati, Ze toto vse
vede ke zjednoduseni obsluhy mikrofluidni ¢ipové elektroforézy, snizeni ceny ¢ipu a
k jeho miniaturizaci a zvySeni mobility (Wu et al., 2008).

Vétsina mikro€ipt byla vyrobena ze skla nebo kiemene pomoci fotolitografie,
mokrym leptanim nebo tepelnym lepenim. Pfesto je jejich vyuziti omezeno z diivodu
vysokych nakladi, Skodlivych a komplikovanych postupli vyroby a geometrickych
modifikaci kanali na Cipu. Proto se polymery stavaji nejslibnéjSimi materialy pro
vyrobu €ipl. Polydimethylsiloxan (PDMS) a polymethylmethakryldit (PMMA) se
staly nejvice vyuzivanymi polymery pro vyrobu ¢ipl. Jsou levné, lehce se vyrabi a
maji vynikajici optickou transparentnost (Chen et al., 2006).

Cipova elektroforéza ziskala mnoho vyhod v odvétvi, jako je monitorovani
zivotniho prostfedi, biomedicinské a farmaceutické analyzy, klinicka diagnostika a
forenzni vysetfovani (Chen et al., 2006). Existuje mnoho modifikaci elektroforézy
napt. kapilarni zonova elektroforéza (CZE), micelarni elektrokineticka
chromatografie (MEKC), izoelektricka fokusace (IEF) a kapilarni gelova
elektroforéza (CGE). Toto jsou metody, které jsou nejcastéji vyuzivané mody
kapilarni elektroforézy a byly pifevedeny do mikrofluidniho ¢ipového formatu (Feng
et.al, 2009).

Fragmentacni analyza

Zabyva se fragmenty DNA Kk naslednému vyuziti identifikace jedince, zjisténi
pfibuzenskych vztahli a k ur€eni paternity. DNA fragmenty jsou fluorescencné
oznaceny béhem PCR pomoci specifickych primeri a fluorescencnich barev. Délka
téchto fragmentl je porovnavana s vnitinim standardem (Internal Size Standard), coz

je soubor fragmentli o zndmé délce znaceny odlisnou fluorescen¢ni barvou, ktery se
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analyzuje spolecné se vzorkem testované DNA. Intenzita signalu (fluorescence) je

znazornéna vyskou piki (Butler, 2005).

2.4 NejcCastéjsi genetické testy u psu

2.4.1 Metoda kandidatnich gent

Metoda kandidatnich gend je vyuzivana tehdy, nejsou-li vhodné rodiny zvitat
nebo jsou neuplné. Vyhodou je moznost provadéni na nekolika postizenych a
zdravych jedincich (Lin et al., 2002). Kandidatni geny jsou vybirany s ohledem na
znamé asociace ortholognich geni s obdobnymi dédi¢nymi onemocnénimi u
ostatnich organismi, na zéklad¢ fyziologické funkce jejich exprimovanych produkti
¢i jako pozi¢ni kandidatni geny z chromosomovych oblasti identifikovanych

vazbovou analyzou nebo analyzou vazbové nerovnovahy (Greer et al., 2003;

Goddard, 2003).

2.4.2 Vazbova analyza

Pro urcitd onemocnéni s obtiznou etiologii je vhodné vyuzit vazbové analyzy.
Vyhodou metody je minimdlni heterogenita genetickych pficin onemocnéni u psi,
kterd jsou zplsobena nizkou genetickou variabilitou uvnitt plemen (Greer et al.,
2003). Principem je nalezeni vztahu mezi alelami markeru a alelami nezndmého
pri¢inného genu v urcité rodiné (Goddard, 2003), jenz vychazi z péteni dvou
heterozygotnich jedincl (pfenaseci) nebo heterozygotniho a postizené¢ho jedince

(Hyun et al., 2003).

2.4.3. Analyza vazbové nerovnovahy

Cilem analyzy vazbové nerovnovahy je urc¢it vazbu mezi alelami markeru a
pri¢inného genu. Dé&je se tak na zdklad¢ detekované spolecné segregace ptisluSnych
alel markeru a genu, jenZ se vyskytuje Castéji, nezZ by se dalo predpokladat pfi
platnosti pravidla volné kombinovatelnosti. Tento stav je oznacovéan jako vazebna
nerovnovaha, kterou lze ocekdvat v populacich zalozenych na spolecném piedkovi
(Greer et al., 2003; Goddard, 2003). Metoda je pouzitelna 1 v ptipadé€, kdy neni k
dispozici rodina odvozena od heterozygotniho zakladatele (Hyun et al., 2003).
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2.4.4. Genetické testy

Hlavnim cilem vyzkumu dédi¢nych chorob pst je odhaleni mutaci, ktera jsou
pivodcem onemocnéni a vyvinout takovou metodu, pomoci které by bylo mozno
provadét rutinni testovani. V podstaté jsou rozliSovany dva druhy DNA genetickych

testll: vazbové a mutacni (Patterson, 2000).

Vazbové genetické testy

Vazbové genetické testy jsou vyuzivany tehdy, kdy nebyla kausalni mutace
dosud identifikovana. K odhadu genotypu neznamého genu, jenz je pfi¢inou je
vyuzivano markert, které jsou s nim v genetické vazbé. Nezbytnou podminkou je,
aby vazbové markery vykazovaly v populaci ¢i sledované rodiné dostate¢nou miru
polymorfismu a bylo mozno vysledovat mutantni alely mezi generacemi. Nevyhodou
je Casové a finan¢ni nakladnost a naopak vyhodou je pouzitelnost u vice plemen

(Patterson, 2000).

Muta¢ni genetické testy

Mutacni genetické testy pifimo detekuji mutaci v sekvenci DNA, o které je
znamo, ze podminuje vznik konkrétniho onemocnéni. Vyhodou je piesnost a
nevyhodou je, ze v pfipadé onemocnéni postihujicich vice plemen, neni test
univerzalné pouZitelny, protoZze molekularné-geneticky zaklad onemocnéni je u
jednotlivych plemen odlisny (Patterson, 2000). Muta¢nimi genetickymi testy 1ze urcit
napft. predispozici k retinalni dystrofii u plemene briard, ktera je zptsobena deleci 4

bp v genu RPEG5 (Veske et al., 1999).

2.5 Ovérovani parentity a paternity

2.5.1 Ovérovani pomoci krevnich skupin
Krevni skupiny se k ovétovani zacaly pouzivat v 60. letech 20. stoleti.
Nevyhodou krevnich skupin u psi pro ovéfeni pivodu je naro¢né testovani a
ptiprava specifickych reagentti. Mimo to systémy krevnich skupin pst nejsou
uzaviené, t0 znamend, Ze fenotypické vyjadieni napi. homozygota D®D? je
stejné jako vyjadieni heterozygota D®D". Tato skute¢nost dovoluje jen velmi

omezené vyuziti krevnich skupin u pst pro ovétovani ptivodu (Dostal, 1995).
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2.5.2 Ovérovani pomoci biochemickych polymorfnich znaku

K praktickému vyuziti pro ovétovani parentity a paternity jsou vhodné jen
ty polymorfni znaky, u nichz jsou alely v kodominantnim genetickém vztahu,
jejich fenotyp se neméni béhem zivota jedince a daji se shadno testovat
bez ohrozeni zivotnich funkci jedince. Pro ovétovani se tedy nehodi
genetické znaky testované ve tkanich wvnitinich organd téla psa a nevhodné
jsou také genetické znaky mléka, semenné plazmy, ptipadné dalSich tekutin,
které jsou produktem pouze jednoho pohlavi. Pro ovéfovani Se nevyuziva
hemoglobin. Mohou byt ale snadno vyuzity nasledujici systémy
polymorfnich  znakt: albumin, kyselda fosfataza, leucinaminopeptidaza,
tetrazolium oxidaza, transferin. Jejich vhodnost se vsak ponékud méni podle
plemene a podle individualnich podminek kazdého ptipadu. Proto nelze pii
ovéfovani parentity zadny z uvedenych znakt vynechat. Z dalSich znamych
polymorfnich systémti mohou byt perspektivné vyuzity jesté peptidaza D (Pep
D) a glukdzofosfatizomeraza (GPI) (Dostal, 1995).

2.5.3 Ovérovani pomoci mikrosatelitii

Vysetteni zalozené na mikrosatelitech je relativné jednoduché a levné,
Siroce Se vyuziva ve vazebnych, asociacnich a populacnich studiich, pro
DNA diagnostiku i pro forenzni ucely. Polymorfismus mikrosateliti mize byt
rychle a spolehlivé testovan pomoci nejriznéjSich metod zalozenych na analyze
DNA. Ke genetické identifikaci a naslednému ovéfovani rodi¢ovstvi se vybiraji
mikrosatelity s délkou 70-360 bp. Dva neptibuzni jedinci mohou mit v
genetické vybaveé useky 0 stejné délce. Proto je nutné k ovéfeni rodiCovstvi
provétit nékolik mikrosatelitnich oblasti (obvykle 10-12), aby se zvysila
pravdépodobnost ~ vyloufeni nespravného rodice. Frekvence vyskytu
mikrosatelitd 0 stejné délce je samoziejmé vy$si v ramci plemene a velice

vysoka pii Uzké pribuzenské plemenitbé (Schroffelova, 2001).

2.5.4 Ovérovani pomoci SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)
Zakladem je zména v DNA, ktera vznikd deleci (ztratou), substituci
(zaménou) nebo inzerci (vlozenim) nukleotidu. Piesnéji, SNP se objevuje, je-li
jeden nukleotid napi. adenin (A) nahrazen jinym napf. thyminem (T),

cytosinem (C) nebo guaninem (G). Dulezité je, ze jeden nukleotid znamena ve
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skuteCnosti 1 par bazi v DNA, tudiz jeli A nahrazeno C, musi byt v
komplementarnim fetézci T nahrazen G. Tyto zameény se vyskytuji v kodujicich
i nekodujicich oblastech savéiho genomu s Cetnosti piiblizné 1 SNP na 50 —
500bp. SNPs u pst je Vv souCasnosti pouze ve fazi vyzkumu. U nékterych
zvifat (mySi, masny a mléény skot) byly sestaveny jednotlivé panely SNPs.
Napt. panel pro masny skot je sestaven z 32 lokust. Pii pokusech bylo
zjisténo, ze pravdépodobnost vylouceni ndhodné¢ vybraného kandidatniho otce
je 99,4 % pro cistokrevnou populaci plemene Aberdeen Angus a 99,9 % pro

populaci z vice plemen (Heaton et al., 2002).

2.6 Nejcastéji analyzovana geneticka onemocnéni

Cilem chovi Cistokrevnych plemen je dosdhnout co nejlepSiho standardu a
dokonalého exteriéru, jeZz je posuzovan na vystavach a eliminovat dédicna
onemocnéni, kterd zasahuji pfedev§im oc¢i a pohybovy aparat, ale 1 dalsi znaky. Déle
dochazi take k eliminaci a vybéru zbarveni srsti. Aktuélni ptehled dédi¢nych chorob
pst Ize ziskat na webovych strankach Inherited Diseases in Dogs
(http://www.vet.cam.ac.uk/idid/). Dalsimi zdroji, kde lze najit informace o
dédi¢nych onemocnéni jsou OMIA Database - Online Mendelian Inheritance in
Animals (http://omia.angis.org.au/home/ ) a CIDD - Canine Inherited Disorders
Database (http://ic.upei.ca/cidd/).

Na strankach http://www.genomia.cz/cz/veterinarni/psi/ 1ze najit seznam

nemoci pst, jeZ jsou testovany.

2.6.1 Dédi¢na onemocnéni oka

Progresivni retinalni atrofie (PRA)

PRA predstavuje skupinu dédicnych onemocnéni sitnice psi postihujici
fotoreceptory a retindlni epitelidlni pigment popt. oboji. PRA je mozno rozdélit do
dvou kategorii:

1. Centralni progresivni retinalni atrofie (CPRA) (postihuje predevsim
retindlni epitelidlni pigment, nemusi vést k oslepnuti). V soucasnosti je oznaceni
CPRA nahrazovdno oznacenim dystrofie retinalniho epitelidlniho pigmentu

(RPED).
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2. Generalizované progresivni retinalni atrofie (gPRA) (zasahuje
pfedevSim fotoreceptory, v kone¢ném stadiu zptsobuje oslepnuti). (Narfstrom et
Ekesten, 1999).
0gPRA lze déle rozdé¢lit na:

a) ¢asné formy (napt. degenerace ty¢inek a ¢ipki typu 1 a 2 (red-1, rcd-

2), dysplasie ty¢inek, ¢asna degenerace sitnice (ERD))

b) stfedni formy (pohlavné vazana gPRA (XLPRA) u sibifskych
husky, PRA u tibetskych terierii a dlouhosrstych trpaslic¢ich jezevciki)

¢) pozdni formy ( progresivni degenerace ty¢inek a ¢ipki (PRCD)
(Petersen — Jones, 1998)

Hlavnim ptiznakem vétSiny PRA je nyktalopie (zhorSené vidéni za Sera a v
noci), ktera je postupné doprovazena hemeralopii (snizené vidéni za denniho svétla)
az do uplného oslepnuti zvifete. Pfi oftalmoskopickém vysetfeni je mozno
pozorovat zeslabeni neuroretiny, degeneraci axonii gangliovych bunék, zeslabeni
povrchovych cév sitnice spojené s omezenim krevniho zasobeni a depigmentaci
netapetalni ¢asti fundu. Castym jevem je také atrofie téla optického nervu a
zpomaleni pupilarniho reflexu. Pied nastupem vlastnich oftalmologickych zmén je
mozno nékteré typy gPRA diagnostikovat na zdkladé zmény elektroretinogramu

(ERG) pii svételné stimulaci sitnice (Petersen — Jones, 1998).

Progresivni degenerace tycinek a ¢ipki (PRCD)

PRCD je autosomalné recesivni onemocnéni sitnice, jenZ je fazeno mezi
generalizované progresivni retinalni atrofie s pozdnim nastupem (Petersen — Jones,
1998). Postupny rozvoj onemocnéni vede ke ztenceni sitnice, zeslabeni cév a atrofii
optického nervu. Typickym klinickym pfiznakem pokroc¢ilého onemocnéni je
nyktalopie, ktera se u postizenych jedinci objevuje ve veéku 3-5 let (Aguirre et
Acland, 1988).

Anomalie oka kolii (CEA - Collie Eye Anomaly)

CEA vyvolava defekt zadni stény oc¢ni koule. Pfiznaky se mohou zna¢né liSit
jak v ramci plemene, tak mezi rodici, potomkem a sourozenci ve vrhu (Dostal et al.,

2010). U CEA dochézi k abnormélnimu vyvoji cévnatky v sitnici oka (Yakely et al.,
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1968). Onemocnéni se projevuje uz v raném veéku a je nevylécitelné (Chmelikova et
al., 2006).

Stiedni forma CEA je patrna uz ve véku 5 — 8 tydnu, kdy dochazi k poSkozeni
cévnatky. Krevni kapilary v cévnatce jsou Spatné vyvinuté a muze dojit k ubytku
pigmentu a nésledné ke vzniku tzv. hypoplazie cévnatky (bled4d a ztencend). Ve 3
meésicich dochazi k jevu ,,go normal“, kdy dochéazi k zabarveni sitnice a pigment
obCas zmény na cévnatce ukryje. Psi postizeni stfedni formou CEA bézné
neoslepnou, ale jejich potomci mohou zdédit té¢zkou formu CEA (Chmelikova et al.,
2006).

Tézka forma postihuje asi 25 % psii. Poskozeni oka je na prvni pohled vazné.
Cévy v cévnatce jsou zkroucené a samotna cévnatka je zprohyband. Je zde nartst
abnormalnich cév, které praskaji a zplsobuji tak krvaceni do oka. Kolobomy a
zkrouceni cév se s vékem sice neméni, ale krvaceni do oka a odchlipeni sitnice se

vice zhorsuji (Chmelikova et al., 2006).

Primarni luxace ¢o¢ky (PLL — primary lens luxation)

Cocka v oKu je fixovana zavésnym aparatem. Pii jeho poskozeni dochazi k
dislokaci ¢ocky z fossa hyaloidea do pfedni nebo zadni ocni komory popt. sklivce.
Dislokace ¢ofky mulze nastat i ndsledkem urazu. Dé&dicnd forma je zplisobena
defektni fixaci vlaken ¢ocky - uvolnéni vlaken zptsobi posunuti cocky a vysledkem
je zeleny zakal a slepota. Primarni luxace ¢ocky postihuje mnoho ras pst, obzvlasté

teriéry, pudly a knirace (http://www.genomia.cz/cz/test/pll/, 2015).

Katarakta (Sedy zakal)

Katarakta je porucha prithlednosti ¢ocky. Jedna se ¢astou dédi¢nou chorobou,
vyskytujici se u vice nez 70 plemen psti. V souvislosti s dédi¢nymi formami
katarakty je popisovano vice zpasobu dédi¢nosti. VéEtSina je zdédéna autozomalné
recesivng, ale existuji 1 formy s autozomalné dominantni dédi€nosti popf. polygenni
dédicnosti. Hereditarni katarakty jsou taktéz oznaCovéany jako primarni katarakty.
Jako sekundarni jsou oznacovany formy Sedého zdkalu doprovazené napf.
progresivni retinalni atrofii, glaukomem, retinalni dysplasii, metabolickymi
chorobami aj. Katarakty mohou vzniknout 1 v disledku poranéni oka (traumaticka
katarakta), popft. v dusledku stafi tzv. senilni katarakta. Katarakty jsou u jednotlivych

plemen znacné specifické s ohledem na cast postizené Cocky, veéku pii zacatku
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choroby, rychlosti progrese, miry bilaterdlniho postizeni (Mellersh et al. 2006,
Mellersh et al. 2007).

Dédi¢na katarakta u stafordsirského bullteriéra (Hereditary Cataract — HC)

Katarakta je povazovana za jedno z nejcastéjSich nitroo¢nich onemocnéni a
za nejcastéjsi pricinu slepoty pst (Davidson et Nelms, 1999; Helper, 1989; Rubin,
1989; Slatter, 2001). U stafordsirského bullteriéra existuji rizné druhy katarakty. Ta

nejvice znama se nazyva juvenilni dédi¢na katarakta (HC-HSF4).

Dédi¢na katarakta u tohoto plemene byla poprvé zaznamenéna ve Velké
Britanii v roce 1976 (Barnett, 1976). Tato nemoc neni vrozena, takze $ténata se rodi
snormalnima o¢ima a katarakta se zacne objevovat ve stafi nckolika tydnl az
mésict. Ve véku 2 az 3 let piechazi do uplného zakalu a slepoty. Tato katarakta je

vZzdy bilateralni, v obou ocich symetrickd (Barnett, 1978).

Primarni dédi¢na katarakta byla popsana u 97 riznych plemen pst (Davidson

et Nelms, 1999; Rubin, 1989).

Studium rodokmentl a vySetfeni uzce piibuznych jedincii, zejména rodici a
sourozenct, jasné ukazuji na jednoduchy, autozomaln€ recesivni zpisob dédi¢nosti

(Barnett, 1978).

Recesivni onemocnéni je v psi populaci obtizné sledovatelné, protoze
asymptomatiCti prenaSe¢i mohou byt identifikovani az zpétné poté, co se
reprodukovali a bylo diagnostikovano nemoci postizené potomstvo (Patterson,
2000).

Vzhledem k dostupnosti psi genomové sekvence od roku 2004 je dnes snadné
porovnavat geny, které jsou pravdépodobné spojené s danou nemoci (Lindblad-Toh

et al., 2005).

Dédic¢na katarakta je zptlisobena mutaci v exonu 9 genu HSF4. Jedna se o

inzerci jedné baze (Mellers et al., 2006).

27



Obrazek 2: Rané stadium
katarakty u ro¢niho jedince

Obrazek 1: Pokro¢ila katarakta u ttiletého jedince

(Mellersh et al., 2006)

(Mellersh et al., 2006)

StafordSirsky bullteriér

Plemeno pochazi z Anglie. Jako samostatné plemeno je Mezindrodni
kynologickou organizaci FCI uznan od roku 1935. V klasifikaci dle FCI patti do
skupiny teriérii a sekce teriért typu bull. U nas se chova zhruba od roku 1990. Je to
pes stiedni velikosti s vyskou okolo 40 centimetri. Psi vazi primérne do 18 a feny
do 15 kilogramt. Srst ma kratkou a vyskytuje se v riznych barvach od bilé po
hnédou, cervenou, zlatou a Cernou a v riznych barevnych kombinacich vcetné
zihané. V poslednich letech toto plemeno ziskdva stile vétsi popularitu pro svou
vyrovnanou povahu a lasku k détem. Jako jediny pes ma ohledné chovéani a povahy
ve svém oficidlnim standardu napsano: ,,StateCny, nebojacny a naprosto spolehlivy

pes* (Spies, 2005).

Na obrazcich 3 a 4 jsou ilustracni fotografie feny a psa stafordsirského

bullteriéra. DNA téchto jedincii bylo pouZzito v mé préci.
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Obrazek 3: Guiseppina Felicity Cheer

v

Foto: Barbora Farkova, 2014

Obrazek 4: Dream of Hunter FB

Foto: Rudolf Slaba, 2014
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3. CIL PRACE

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni nejvhodnéjsi metody odbéru
vzorku DNA a jednoduché a levné metody izolace DNA, které se bézné nevyuzivaji
pro dany typ izolatd a zhodnoceni jejich vhodnosti jako alternativy pouzivani
drahych komerénich izola¢nich kitd. Dal§im cilem bylo ovéfeni moznosti pouzivani
nové navrzenych metod odbéru vzorku a izolace DNA jako rutinniho postupu pro

potteby vyzkumu.

Ttetim cilem diplomové prace byla PCR analyza ziskanych vzorki a detekce
pfipadnych skrytych pfenaseci a ovéfeni pouzitelnosti riznych metod

elektroforetické separace DNA fragmentl pro detekci hetorezygotl/ptenaseci.

Hypotéza €. 1

Stéry bukalni sliznice tlamy psa pomoci vatovych ty€inek a cytologickych kartacki

jsou vhodnou, jednoduchou a levnou metodou pro izolaci a analyzu DNA.

Hypotéza €. 2

Cytologické kartacky jsou vhodnéjsi pro stéry bukalni sliznice.

Hypotéza ¢. 3

Je mozné analyzovat vzorky staré vice jak pil roku.

Hypotéza ¢. 4

DNA ziskanou stéry bukalni sliznice 1ze izolovat 1 jinymi metodami neZ dnes b&ézné
vyuzivanymi komerénimi izola¢nimi Kity.

Hypotéza ¢. 5

Skryté prenaSeCe lze detekovat gelovou elektroforézou bez nutnosti pouZiti

znaceného primeru a fragmentacéni analyzy.
Hypotéza ¢. 6

Vysledky pst jiz diive testovanych se nebudou lisit.
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1. Pouzity material

Byla pouzita DNA pouze Cistokrevnych pst plemene StafordsSirsky bullterier.

Vzorky DNA pro analyzu jsem ziskala osobnim odbérem za souhlasu
majitele testovaného psa. Vétsina odbéru z divodu vzdalenosti prob&hla na tzemi
jiznich Cech.

DNA byla uchovavana V ledni¢ce v podobé bukalnich stéri na vatovych

ty¢inkach, cytologickych kartaccich a v cibulkach Cerstvé vytrzenych chlupd.

Byla pouzita DNA od 23 psi a fen plemene stafordSirsky bullteriér.
V piipad¢ nutnosti pouziti Cerstvého materialu se od feny Guiseppina Felicity Cheer
odebiral vzorek DNA nékolikrat. Jednalo se o riizné metody izolace DNA, kdy bylo
potfeba odebrat chlup s Cerstvou chlupovou cibulkou a bukalni stér vatovou

ty¢inkou.

Pro kone¢nou analyzu "carrier" jedinci (pienaseci) bylo DNA této feny
pouzito pouze jednou.

Piesny popis a oznaceni vzorkl je uveden v nasledujici tabulce (Tab. ¢. 1).
Jelikoz se vzorky vyuzivaly v riznych analyzach s riznym c¢islovanim, Ize vzorky

vzdy piesné urcit jen podle jména psa.

Tabulka 1: Seznam vzorki

Metoda odbéru Jméno psa Odbér

cytobrush Guiseppina Felicity Cheer 2014 - srpen
cytobrush Elvis Dark Element 2014 - srpen
cytobrush Cookki Queen Warriorbull 2014 - srpen
cytobrush Atila Koubale 2014 - srpen
cytobrush Mafia 2014 - srpen
cytobrush Connie Girl Impossant Bohemia 2014 - srpen
cytobrush Cloe z Hambalek Busin 2014 - srpen
cytobrush Shelby Angelo Custode 2014 - srpen
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cytobrush Dream of Hunter FB 2014 - srpen
cytobrush Debbie ze Zalabské samoty 2014 - srpen
cytobrush Lovable Babe of Eilatan 2014 - srpen
cytobrush Zaby Red Warriorbull 2014 - srpen
cytobrush Chilly Wind Fransimo Bohemia 2014 - srpen
cytobrush Mascot Slade Czech 2014 - srpen
cytobrush Amazing Ellisar Black Jewels Bull {2014 - srpen
cytobrush Abbie Honey Heart 2014 - srpen
cytobrush Dance Swan Warriorbull 2014 - srpen
cytobrush Jolly Pastaff Legion 2014 - srpen
cytobrush Bertone Blitz VVolksbull 2014 - srpen
cytobrush Artie Koubale 2014 - srpen
cytobrush Glanc of Sama Slody CZ 2014 - srpen
cytobrush Chilli Pepper Wizardbull 2014 - srpen
cytobrush Heidy Olstaff 2014 - srpen
vatova tyc¢inka Darcy ze Zalabské samoty 2013 - kvéten
vatova ty¢inka Churchill Walk Heart 2013 - duben
vatova tyCinka Sara z Brixiho dvora 2013 - duben
vatova ty¢inka Abik Garlin 2013 - duben

vatova ty€inka

Guiseppina Felicity Cheer

2014 - listopad

vatova ty¢inka

Guiseppina Felicity Cheer

2014 - listopad

vatova tyc¢inka

Guiseppina Felicity Cheer

2014 - listopad

vatova ty€inka

Guiseppina Felicity Cheer

2014 - listopad

chlup

Guiseppina Felicity Cheer

2014 - listopad

chlup

Guiseppina Felicity Cheer

2014 - listopad

4.2. Odbér materialu

Pro odbér materialu byly pouzity 3 metody:

e stér bukalni sliznice vatovou ty¢inkou,

e stér bukalni sliznice cytologickym kartackem

e vytrzeni zivého chlupu i s chlupovou cibulkou.
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4.2.1. Stér bukalni sliznice vatovou tycinkou a cytologickym

kartackem

Cytologicky stétecek/kartacek (tzv. cytobrush nebo gynobrush) se pouziva na

cervikalni stéry pro cytologickou analyzu (cervikalni screening).

Postup odbéru:

Odbérova sada obsahuje: cytologicky karta¢ek (cytobrush) nebo vatovou ty¢inku a

obdélnikovou obalku na ulozeni kartacku.

odebirat min. 30 minut po poslednim piti ¢i potravé

vyjmout opatrn¢ sterilni kartdek (Stétinky kartdCku nesmi pfijit do
kontaktu s jinou tkani nez dutinou Ustni odebiraného jedince) nebo
vatovou ty¢inku

kartackem/ty¢inkou dikladné stirat vnitini stranu tvare zvifete po dobu
10 s, ménit smér pohybu stirani (dopiedu, dozadu, nahoru dold), otacet
kartaCkem kolem jeho osy (ty€inku vytfit oboustranng)

po dokonceni stéru - na kartaku/ty¢ince zachyceno viditelné mnozstvi
bunck bukalni sliznice

kartacek/ty¢inku nechat nékolik sekund steriln¢ oschnout na vzduchu
kartacek/tycinku nijak nebalit, ale pouze vlozit do pfilozené obdélnikové
obalky, obalku zalepit

na obalku cCitelné€ napsat identifikacni idaje zvifete a kontakt na majitele
kojena mlad’ata pred stérem min. 30 minut bez kontaktu s matkou a

ostatnimi sourozenci z divodu mozné kontaminace cizi DNA

4.2.2. Vytrzeni nékolika zivych chlupi v ocasni partii psa i

s cibulkami

Postup odbéru:

chlupy vytrhdvat vydezinfikovanou pinzetou (opalenou nebo otfenou
lihem) ze S$picky ocasu (tuto partii jsem zvolila z divodu snadného
piistupu a chlupy jsou zde dlouhé s velkymi chlupovymi cibulkami, coz

usnadni pozd¢j$i manipulaci a je zda dostatek materialu pro izolaci DNA)
chlupy vytrhavat po jednom

zkontrolovat, zda je chlupova cibulka dobfe znatelna
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e vlozit do pfedem popsané mikrocentrifugacni zkumavky

4.3. 1zolace DNA
Izolace DNA byla provedena ¢tyfmi zplsoby:

1. Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon)
2. Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice — chloroformova
3. Izolace DNA chelexem

4. Izolace DNA modifikovanou SDS metodou

Tyto &tyfi zpasoby byly zvoleny z divodu porovnani metod, z hlediska
vytéznosti DNA, casové narocnosti a nakladnosti izolace v pepoctu na jeden vzorek.
Bylo tfeba vyizolovat DNA v takovém mnozstvi a Cistote, aby $lo vzorky pouZit pro

PCR reakci a elektroforézu.

Tyto zplsoby izolace se vétSinou pro takovy druh vzorkll nepouzivaji, proto
byly zvoleny i pro zjisténi, jaky typ izolace je pro vzorky DNA ze stérti bukani

sliznice nejvhodngjsi.

4.3.1. Izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon),
(Borges et al., 2009)

Tato metoda se vyuziva zejména pro izolaci DNA z rostlinnych pletiv. Slouzi
k extrakci vétsiho mnozstvi pomérné ¢isté DNA pro tcely standardizace metod.
Ptidani PVP (polyvinylpyrrolidon), odstrafiuje kontaminanty a umoznuje ziskat ¢isté

a kvalitngjsi DNA.

Analyza je zalozena na schopnosti CTAB cetyltrimetylamoniumbromid
vytvaret komplex s nukleovymi kyselinami, ktery je pfi vysoké koncentraci soli
rozpustny (0,7 M NaCl), ale pii snizené koncentraci soli (0,45 M NaCl ) vytvafi
srazeninu (Murray a Thompson, 1980). CTAB zaroven pusobi jako detergencni
¢inidlo, které uvolnuje DNA z komplexu membréan a proteinli. Na zaklad€ rozdilné
rozpustnosti CTAB v porovnani s DNA je lze odd¢lit a ziskat dostateéné Cistou
DNA.
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Metodika:

ptipravit roztok 2x PVP-CTAB a 1% merkaptoethanol, jeden vzorek
500ul (495ul 2x PVP-CTAB a 5ul 1% merkaptoethanolu ), predehiat na
65 °C

cytologického kartacek nebo vatovou tyCinku vlozit do 1,5 ml

mikrocentrifuga¢ni zkumavky

ke kazdému vzorku ptidat 500 pl predehiatého pufru

inkubace 45 min pii 65 °C, kazdych cca 15 minut lehce promichat
centrifugace 10 min/12 000 rpm

pfevést supernatant cca 500 pl, do novych 1,5 ml mikrocentrifugacnich

zkumavek

v digestoii piidat 500 pl chloroformu sIAA 24:1, smés 10 min

promichavat, poté centrifugace 5 min/12 000 rpm

ptepipetovat vodnou fézi, pfidat 1/5 objemu 5x CTAB, promichat, opét
pridat 500 pl smési chloroformu-IAA 24:1 a 10 min protiepat

centrifugovat 5 min pii maximalni rychlosti (14 000 rpm) pfi laboratorni

teplote

prepitovat vodnou fazi, piidat 2/3 objemu ledového isopropanolu
(pfiblizn€ 250 pl) a 2-3x lehce promichat, ulozit na 30 min do mrazaku (-

20 °C)

centrifugovat 5 min pfi 4 °C maximalni rychlosti, DNA by se m¢éla

zachytit na dn€ mikrocentrifugacni zkumavky, odstranit supernatant
pfidat 300ul 1x TE a nechat 30-60 min inkubovat pii1 37 °C

pridat 2 objemy (600pl) ledového (z mrazaku) 96% ethanolu, 2-3x lehce

promichat, vzorky ulozit do mrazaku (-20 °C) na 2 hodiny

10 min centrifugovat/14 000 rpm pii 4 °C, DNA by méla vytvofit

viditelny pelet, odstranit supernatant

pfidat 1 ml ledového 70% ethanolu, 2-3x lehce promichat
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4.3.2.

e centrifugovat 2 min/14 000 rpm pii teplot¢ 4 °C, okamzité odstranit
vSechen supernatant, pro odstranéni viditelnych necistot opakovat tento

krok 2x
e vzorky nechat dobie vysusit

e podle mnozstvi peletu (DNA) ptidat 20 pl 1x TE pufru, rozpustit 40
min/37 °C

e izolaty uchovavat v mrazaku

Izolace DNA modifikovana chloroformova

Tato metoda se vyuziva pro izolaci DNA z masa.

Metodika:

1. den

piiprava DIGESTION PUFR:

100 mM NacCl

50 mM Tris-HCI

1% SDS

50 mM EDTA, pH =8

2. den

do mikrozkumavky ptenést 1ml destilované vody, vloZit cytologicky kartacek
nebo vatovou tyCinku a nechat 15 min stat, kartaéek otfit o stény

mikrozkumavky tak, aby co nejvice materialu zistalo v ni, poté odstranit

centrifugovat 14 000 rpm/5 min, odstranit supernatant, na dné

mikrozkumavky dobfe viditelny pelet

do kazdé mikrozkumavky (1,5 ml) odmétit 300 pl roztoku dig. pufru + 10 pl
proteinazy K (¢ = 100 pg/ml)

inkubace 2 hod pfi 50 °C, nasleduje inkubace pii 37 °C pies noc

pridat 300 ul 5 M LiCl, dikladn€ vortexovat nejméne 1 min, pak ptidat 600

ul chloroformu a ptevracenim promichdvat 30 min

centrifugovat 15 min/14 000 rpm, popsat nové zkumavky
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viditelné 3 faze: horni supernatant s DNA, prostfedni, nékdy mén¢ viditelna,
nejslabsi s bilkovinami, apod. a nejspodnéjSi vrstva s organickymi

rozpoustédly

supernatant (horni vrstva) piendat do nové mikrozkumavky, nenasat

kontaminant

DNA se srazi isopropanolem nebo absolutnim EtOH, zkumavku naplnit az
pod okraj, ruén¢ kratce protiepat ¢i vertex, DNA se srazi ve form¢ vlakének

pozorovatelnych pouhym okem — ne vzdy jsou vidét

centrifugovat 5 min/14 000 rpm, odstranit supernatant, ve zkumavce ztistane

jen pelet (nemusi byt nijak vyrazny)

proCisténi — peletu prevrstvit cca 200 pl 70% etanolem, nenarusit pelet,

nepromichavat, poté opatrn¢ odstranit
peletu nechat 20 min vysychat

peletu resuspendovat pies noc ve 100 — 200 pl TE pufru v lednici (fidi se

velikosti pelety, ja davala 20 pl)

4.3.3. 1zolace DNA chelexem (Walsh et al., 1991)
Jedna se o vlastni modifikaci izolace DNA z vlasu.
Metodika:

nahfat termoblok na 56°C

do mikrozkumavky (1,5 ml) vlozit odstipnuty kus cytologického kartacku se
Stétinkami, konec vatové tyCinky nebo cely chlup chlupovou cibulkou

smérem dola

do zkumavky se vzorkem napipetovat 500 pl 5 % roztoku chelexu a snazit se

ze StéteCku ziskat co nejvice materidlu
zvortexovat a stocit

ptidat 2 ul Proteinasy K (koncentrace 20 mg/ml)
zvortexovat

inkubovat 15-45 min (30 min) pii 56 °C
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e mezitim nahfat vodni l4zeni na 95-100 °C

e po inkubaci zvortexovat 10-15 s

e inkubovat (respektive povaftit) 10 min pii 95-100°C
e znovu zvortexovat 10-15 s

e vzorky centrifugovat 5 min pfi maximalni rychlosti

4.3.4. l1zolace DNA modifikovanou SDS metodou, (Edwards et al.,

1991)
Metodika:

e odebrany biologicky material (vatové ty€inky, cytologické kartacky, chlupy)

homogenizovat ve 100 pl extrakéniho pufru v mikrocentrifugacni zkumavce
e khomogenatu ptidat 300 ul extrakéniho pufru a 5 s vortexovat

o extrakt centrifugovat 1 min pfi 13 000 rpm a 300 pl supernatantu pienést do

nové mikrocentrifugacni zkumavky

e ksupernatantu piidat 300 pl isopropanolu vychlazeného na -20°C a smés

nechat 20 min srazet
e centrifugovat 5 min pii 13000 rpm

e osuseny pelet rozpustit vel00 pl TE pufru, DNA lze uchovavat kratkodobé ve
4 °C, nebo po delsi dobu v -20 °C

SloZeni extrak¢éniho pufru:

- 200mM Tris-HCI (pH = 7,5)
- 250 mM NacCl

-25mM EDTA

- 5% SDS

TE pufr:

-10 mM Tris-HCI (pH = 7,5)

-0,1 mM EDTA
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4.4. Méreni koncentrace DNA

U izolované DNA je potieba zméiit jeji koncentraci a Cistotu. Bylo pouzito
ptistroje  BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis Spektrofotometr od firmy
SHIMADZU. Vyhodou tohoto pfistroje je rychlé, plné automatizované méfeni a

snadné ovladani.

Ptistroj méti koncentraci a Cistotu DNA na zakladé detekce rtizné vinové délky

xenonoveé vybojky.

Na méfeni absorbance se daji vyuzit jakékoliv molekuly absorbujici svétlo na
specifické vlnové délce. Pro presné vysledky je tfeba pouzit co nejCistéjsi vzorky

nukleovych kyselin.
Vsechny nukleotidy, RNA, ssDNA a dsDNA absorbuji pti 260 nm.
2 hodnoty pro posouzeni Cistoty nukleové kyseliny:

e 260/280

Pomér absorbance pfi 260 nm a 280 nm se pouziva pro posouzeni Cistoty
DNA a RNA. Pomér ~ 1,8 je vSeobecné piijiman jako ,Cisty" pro DNA;

nx

pomeér 2,0 ~ je obecné pifijiman jako "Cisty" pro RNA.

Pokud je pomér znatelné niz$i, mlize to znamenat pfitomnost proteinu nebo

jiné necdistoty, ktera silné absorbuje na nebo v blizkosti vinové délky 280 nm.
e 260/230

Tento pomér se pouziva jako druhotné méfeni Cistoty nukleové kyseliny.
Pomér hodnoty 260/230 pro "Cisté¢" nukleové kyseliny je Casto vySSi nez
ptislusné hodnoty 260/280. Ocekavané 260/230 hodnoty jsou obvykle v
rozmezi 2,0 az 2,2. Je-li tento pomér vyrazné niz$i, mize to znamenat
ptitomnost kontaminujicich latek, které absorbuji pii vlnové délce 230 nm
(napfiklad EDTA, sacharidy, fenoly, guanidine HCI), (NanoDropShimadzu,

2007).

Postup:

e napipetovat 2 pl slepého vzorku, dle pufru, ve kterém je DNA

resuspendovana (1x TE pufr nebo milli g voda)
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e postupné nanaset 2 ul jednotlivych vzorkit DNA (pfed nanaSenim je potieba

lehce promichat, pfed samotnym méfenim v programu vzorek popsat)
Ptistroj sam zméfi koncentraci a Cistotu.

Vysledkem je prehlednd tabulka, kterou Ize ulozit ve formatu PDF.

Obrazek 5: Ukazka aplikace

Sam ple dropping Sam ple auto mount fundion Auto wiping function

(https://www.ssi.shimadzu.com/products/product.cfm?product=biospec_nano, 2015)

Obrazek 6: Ukazka grafického znazornéni méteni v pocitacovém programu

BioSpec-nano 3

-------

=

Wiping:_On(Total 14) __Pathlength: _0.7mm User Name: _Shimadzu

Sl o OxeTme 0810/23185813  Check  Judge: Previous | D
;» Nucleic Add Conc(ng/L) 427.79
| 0D260/280 1 |95

;ODZSO/Z:‘O 2 '23 76
| \

0D260

220 240 260 280 300 320
Wavelength(nm)

(http://www.bergman.no/getfile.php/Bilder/Artikkelbilder/Shimadzu/C101E112%20BioSpec%20nano
%20Chromato0012.jpg, 2015)

4.5. Precisténi DNA
Pro dalsi analyzy byla vybrdna izolace chelexem, protoze poskytovala

nejveétsi vytéZznost DNA. Ale po zkuSebnich PCR reakcich 1 pfes vysokou
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koncentraci DNA se nedostavily uspokojivé vysledky. Jelikoz byla po zméfeni na
ptistroji SHIMADZU BioSpec-nano spektrofotometru vysoka koncentrace DNA ale
horsi Cistota, byla zvolena jako moznost nasledné ptrecisténi jiz vyizolovaného
materidlu. Vzorek se tak zbavi i znecCistujicich kuli¢ek chelexu, které také mohou

narusovat PCR reakci.
Metodika:
Chemikalie: Octan sodny (3 M), Ethanol — 96%, 70%, TE pufr
e vzorek DNA centrifugovat na 14 000 rpm/5 min
e do mikrocentrifugacni zkumavky napipetovat: 20 pl roztoku DNA
2 ul NaAc
50 pl EtOH 96%
e promichat, nechat stat pti laboratorni teplot¢ 15 min
e centrifugovat 13 000 rpm/30 min
e opatrn¢ odstranit supernatant, precipat neni vidét
e ptidat 250 pl EtOH 70%, promichat, centrifugovat 13 000 rpm/15 min
e opatrné odstranit EtOH
e pridat 250 pl EtOH 70%, promichat, centrifugovat 13 000 rpm/15 min
e dokonale stahnout EtOH, plné¢ vysusit

e pridat 20 ul TE pufru

4.6. PCR reakce

Pro optimalizaci bylo provedeno 6 rozdilnych PCR reakci:

1. ZkuSebni PCR pro ovéfeni pouzitelnosti izolati zriznych metod (PRCD

Progressive rod-cone degeneration)
2. PCR pro zjisténi optimalni teploty primert (HC Hereditary Cataract, gen HSF4)
3. PCR pro dals$i analyzu a detekci carrier jedinct

4. PCR vzorkl carrier jedince a zdravého s pouzitim rizného mnozstvi DNA
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5. PCR s pouzitim prodlouzeného a znaceného primeru

6. PCR s pouzitim znac¢ené¢ho primeru

Vsechny reakce probihaly v termocycleru XP cycler od firmy BIOER a byly pouzity

primery firmy IDT® INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES.

Celkové mnozstvi 1 reakce u vSech druhi PCR 25 pl.

Pro PCR ¢. 3, 4, 5, 6 byl stanoven teplotni profil uvedeny v tabulce ¢. 2, pro PCR 1-2

je teplotni profil uveden u popisu ptislusné PCR reakce.

Tabulka 2: Teplotni profil PCR reakcei s pouzitim primeri HSF4

teplota °C | cas
pocatecni ]
denaturace % tomin
denaturace 95 30s
annealing 59 30s
extenze 72 1 min
finalni extenze 72 10 min

4 0

32 cyklt

Pro PCR reakce €. 1, 2, 3, 4 a 6 se do reak¢éni smési pouzival Master Mix od

firmy Top Bio s.r.o.

SloZeni Master Mixu od firmy Top Bio s.r.o.:

o 40 mM (NH4)ZSO4

o 0,02% Tween 20

o 5mM MgCl,
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o 400 uM dATP
o 400 uM dCTP
o 400 uM dGTP
o 400 uM dTTP
o 100 U/ml Tag-Purple DNA polymerazy

o stabilizatory a aditiva

Pro PCR ¢. 5 byl pouzit Master Mix od firmy New England BioLabs Inc.
Slozeni Master Mixu

o 20 mM Tris-HCI

o 22mM KCI

o 22 mM NH4CI

o 1.8 mM MgCI2

o 5% Glycerol

o 0.06% IGEPAL® CA-630

o 0.05% Tween® 20

o 0.2mM dNTPs

o 1X Xylene Cyanol

o 1X Tartrazine

o 25 units/ml OneTaq® DNA Polymerase

o pH 8.9 (https://www.neb.com/products/m0486-onetag-quick-load-2x-master-
mix-with-standard-buffer, 2015)

43



4.6.1. ZkuSebni PCR reakce pro ovéreni pouzitelnosti vzorki

Z raznych metod izolace, optimalizovana (Dostal et al., 2011)

Pouzité vzorky: stér bukalni sliznice cytologickym kartackem, vatovou ty¢inkou,

chlupy

Izolace: CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon),  chloroformova,  chelexem,

modifikovanou SDS metodou
SloZeni reakéni smési
e 12,5 ul 2x PPP Master Mix (firma TopBio)
e 95 ulPCR H0O
e [ pl primer PRCDf
e | pl primer PRCDr

e | ulDNA

Tabulka 3: Teplotni profil

teplota °C | ¢as
pocatecni _
94 1 min
denaturace
denaturace 94 15s
annealing 58 15s 30 cykli
extenze 72 1 min
finalni extenze 72 7 min
4 00

Pouzité primery:
F:5- CCA GTG GCA GCA GGA ACC -3°

R:5’-CCG ACC TGC TGC CCA CGA CTG -3’
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4.6.2. PCR reakce pro zjiSténi optimalni teploty pro primery (HC
Hereditary Cataract, gen HSF4)

Pii této PCR reakci se zkousi teplotni profil tzv. teplotni gradient od 55-65°C

a zjistuje se idealni teplota pro nasedani primeru.
Pouzité vzorky: stér bukalni sliznice cytologickym kartaCkem a vatovou ty¢inkou
Izolace: Chelex
SloZeni reakéni smési:
e 12,5 ul 2x PPP Master Mix (firma TopBio)
e 10,5 ul PCR H,O
e 0,5 ul primer HSF4f
e 0,5 pul primer HSF4r

e | ulDNA

Tabulka 4: Teplotni profil

teplota °C | ¢as
pocatecni ]
denaturace % £omin
denaturace 95 30s
annealing 55-65 30s 32 cykli
extenze 72 1 min
finalni extenze 72 10 min
4 0

Pouzité primery:
HSF4f: 5'- CGAGTG TGACTT CTG CGT GA -3’

HSF4r: 5'- GTT CAG GCT GTT GGG CAT T -3’
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4.6.3. PCR pro dalsi analyzu a detekci carrier jedinci

Pouzité vzorky: stér bukalni sliznice cytologickym kartackem

Izolace: Chelex + precisténi

SloZeni reakéni smési:

e 12,5 ul 2x PPP Master Mix (firma TopBio)

e 10,5 ul PCR HO

e 0,5 ul primer HSF4f

e 0,5 ul primer HSF4r

e | ulDNA

Pouzité primery:

HSF4f: 5'- CGAGTG TGA CTT CTG CGT GA -3’

HSF4r: 5'- GTT CAG GCT GTT GGG CAT T -3°

4.6.4. PCR vzorku carrier jedince a zdravého s pouzitim ruzného

mnoZzstvi DNA v reakci

Pouzité vzorky: stér bukalni sliznice cytologickym kartackem

Izolace: Chelex + precisténi

Tabulka 5: SloZeni reakéni smési

1 ul DNA | 1,5 pl DNA | 2 ul DNA | 2,5 ul DNA | 3 ul DNA
MM 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
primer HSF4f | 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
primer HSF4r | 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
PCR H,0 10,5 10 9,5 9 8,5
DNA 1 1,5 2 2,5 3
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Pouzité primery:
HSF4f: 5'- CGAGTG TGA CTT CTG CGT GA -3°

HSF4r: 5'- GTT CAG GCT GTT GGG CAT T -3°

4.6.5. PCR vzorkii s pouzitim prodlouZeného a znaceného primeru

Pouzité vzorky: stér bukalni sliznice cytologickym StéteCkem
Izolace: Chelex + ptecisténi, CTAB, SDS
SloZeni reakéni smési:
e 12,5 ul Master Mix OneTaq®HS Quick-Load® (NEB)
e 1,6 ul primer HSF4f Ba08 (10 pmol)
o 0,4 ul primer HSF4r (2,5 pmol)
e 1,6 pl primer Ba08 znaceny (10 pmol)
e 02ulBSA
e 0,2 ul MgCl,
e 8 ulHyO
e 0,5ul DNA
Pouzité primery:

HSF4f Ba08: 5'- TGT TGC CGA CAC GAA TTG TCG AGT GTG ACT TCT
GCG TGA -3’

HSF4r: 5'-GTT CAG GCT GTT GGG CAT T-3°

Ba08:5'- TGT TGC CGA CACGAATTGT -3’

4.6.6. PCR vzorku s pouzitim znaceného primeru po optimalizaci
redéni znaceného primeru

Pouzité vzorky: stér bukalni sliznice cytologickym Stéteckem

Izolace: Chelex + piecisténi, CTAB, SDS, chloroform
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SloZeni reakéni smési:

12,5 ul 2x PPP Master Mix (firma TopBio)
0,5 pl primer HSF4f 56-FAM

0,5 pl primer HSF4r

0,2 ul BSA

10,3 ul H,O

1 ul DNA

Pouzité primery:

HSF4f 56-FAM: 5°- /56-FAM/CGA GTG TGA CTT CTG CGT GA -3’

HSF4r: 5°-GTT CAG GCT GTT GGG CAT T - 37

4.7. Priprava agarosového gelu a elektroforéza

Ptiprava 2% agarosoveho gelu o objemu 120 ml

Postup:

do Erlenmayerovy banky navazit 2,4 g agarosy
vV odmérném valci odméfit 120 ml 1x TBE

rozpustit agarosu v mikrovinné troub¢ na stiedni vykon cca 5 min az nebudou

V roztoku znatelna vlakénka, ob¢as promichat
zchladit baiiku s roztokem pod tekouci vodou
ptidat v digestofi 8 pl ethidium bromid, promichat

nalit rozvafenou agarosu do pfipravené vany s hiebinkem, odstranit piipadné

vzduchové bubliny a nechat dokonale ztuhnout

poté opatrné vyjmout hiebinek a do vzniklych jamek napipetovat konkrétni
mnozstvi vzorku (25 pl nebo 12,5 pl v ptipadé dalsiho pouziti vzorku jesté

pro ¢ipovou elektroforézu)

do prvni a posledni jamky za vzorky napipetovat 12 pul 100 bp Ladderu
(NEB)
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e Vlozit agarosovy gel pomalu a opatrn¢ do elektroforetické vany s 1x TBE

pufrem
e nastavit na 40V, po 5 minutach zvysit na 100V
e dé¢lka elektroforézy cca 1 hodinu

e vyjmout gel z pufru a vyfotografovat v zafizeni pro foceni geli pod UV

svétlem
SloZeni 1x TBE:
o 54 g Tris-HCI
o 27,5 gkyseliny borité
o 20ml0,5M EDTA (pH 8,0)
o 5 ldestilované vody
SloZeni 100 bp Ladderu (NEB):
o 2,5% Ficoll-400, 11mM EDTA
o 3,3mM Tris-HCI (pH 8,0)
o 0,0017% SDS

o 0,15% bromophenol blue

Obrazek 7: Délky fragmentu ladderu, podle kterych se urcuje
délka fragmentu vzorku

Base Fairs - Mass (ng)

=1.517 45
- 1,200 35
=1,000 25
- 900 7
— 800 24
= 700 4l
- 600 18
- 500/517 &7
=400 38
— 300 29
= 200 25
=100 48

(https://www.neb.com/products/n3231-100-bp-dna-ladder, 2015)
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4.8. Cipova elektroforéza

Tato metoda byla zvolena z davodu vyssi piesnosti detekce a mozZnosti

rozlisit pfenasece diky vyssi citlivosti pti amplifikaci fragmentd.

Analyza byla provedena na pfistroji MultiNA SHIMADZU Biotech. Tento
pristroj je vybaven LED-excitovanym fluorescenénim detektorem. Je vice nez

desetkrat citlivéjsi nez barveni gelu ethidium bromidem.

Vyhodou je vysoké rozliSeni, citlivost, rychlost a prace v bezpecném

prostiedi oproti klasické elektroforéze.

Analyza je upln¢ odlisné nez pii klasické elektroforéze. Cely systém je plné
automatizovany. UZ analyzované vzorky lze zobrazit a nemusi se ¢ekat az konec celé

operace.
Chemikalie:
Barva SYBR® Gold nucleic acid gel Stain
Ladder Phix 174/Haelll Markers (vyrobce PROMEGA)
DNA-1000 Separation Buffer (vyrobce SHIMADZU)
DNA-1000 Marker solution for MultiNA (vyrobce SHIMADZU)
Postup:
e analyzu nastavit jen na 1 ¢ip ze Ctyf moZnych (zalezi na uzivateli)
e michani alikvot — mnozstvi pro 23 vzorku
obarva—1 ul SYBR® Gold + 99 ul 1x TE pufr

o Separation Buffer 990 pl + natedéna barva SYBR® Gold
10 pl, 10 s vortexovat

o Ladder DNA-1000 — 1 ul x174/Haelll Markers + 99 ul 1x
TE pufr

o Marker Solution — nemicha se
e do pfistroje se na spravné misto vlozi vzorky a namichané chemikalie.

e do systému se navoli pocet a umisténi vzorkt
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e vystupem je grafické zndzornéni a obrazek separovanych fragmenta shodny s

vystupem gelové elektroforézy

Obrazek 8: Pohled na vnitfni usporadani pristroje, kam se vkladaji vzorky a
alikvoty

(http://www.shimadzu.com/an/lifescience/electrophoresis/mce/multina2.html, 2015)

Obrazek 9: Vystup po dokoncené analyze
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(http://vww.shimadzu.com/an/lifescience/electrophoresis/mce/multina.html, 2015)

4.9. Fragmentacni analyza
Fragmentacni analyza byla provedena na sekvenatoru ABI 3500 od firmy
Applied Biosystem, ktery je soucasti vybaveni Biotechnologického centra na Katedie

specialni produkce rostlinné.

Pro tuto analyzu je vzdy nutné piidat do reakéni smési jeden znaceny primer.
V tomto ptipadé se jednalo o primer HSF4 znageny barvou 6-FAM od firmy IDT®
INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES. Tento primer je nutno vzdy uchovévat

v temnu, aby nedochéazelo k jeho tzv. vysviceni.
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Postup:

ptfed samotnou fragmentacni analyzou se vzorky musi zdenaturovat

e slozeni denaturacni smési: 11 pl smési standardu a formamidu, 1 pl
PCR produktu

e denaturace 4 minuty pii 94 °C

e okamzité zchlazeni ve stratacooleru na 2 minuty

Takto zdenaturované vzorky je mozné vlozit do sekvenatoru a provést

fragmentacni analyzu.
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5. VYSLEDKY

Nejdiive byly provedeny 4 metody izolace odlisné odebranych vzorkit DNA

u psu plemene StafordSirsky bullterier.

Byly pouzité vzorky riizného data odbéru. Cilem bylo porovnat mnozstvi a
Cistotu vyizolované DNA a dle vysledku vybrat nejvhodnéjsi metodu pro izolaci
zbylych vzorki a také posoudit, jakd metoda odbéru a jak staré vzorky je vhodné pro

nasledujici analyzy pouZzit.

V nasledujicich tabulkach (Tabulka 6, 7, 8, 9) jsou uvedeny vysledky méfeni
koncentrace a Cistoty DNA na pfistroji BioSpec-nano Micro-volume UV-Vis
Spektrofotometr od firmy SHIMADZU.

Hodnota OD 260/280 — prvotni ukazatel zne¢isténi

Hodnota OD 260/230 — udava tdaje o dal$im zne¢isténi

Tabulka 6: 1zolace DNA metodou CTAB

Konc.
Metoda OD oD
5 Jméno psa Odbér | DNA
odbéru 260/280 | 260/230
(ng/nl)
cerstvy
1 k Guiseppina 33,48 2,35 1,61
vat. tyéinka 3t ) ) )
Y ECH fijen
2014
Guiseppina srpen
2 | cyt. kartacek 52,18 2,43 1,74
FCH 2014
Churchill duben
3 vat. tyCinka 9,42 3,59 0,97
Walk Heart 2013
Sara z Brixiho duben
4 vat. tyCinka 6,58 3,78 1,30
Dvora 2013

53



Tabulka 7: 1zolace DNA metodou modifikovanou chloroformovou

Konc.
Metoda oD oD
5 Jméno psa Odbér | DNA
odbéru 260/280 | 260/230
(ng/nul)
Cerstvy
1 t k Guiseppina 5,43 5,35 0,41
vat. ty¢inka i , ) )
y FCH listopad
2014
Elvis Dark srpen
2 | cyt. kartacek 29,01 2,30 1,03
Element 2014
Churchill duben
3 vat. ty¢inka 0,43 37,99 0,03
Walk Heart 2013
_ Séara z Brixiho duben
4 vat.ty¢inka 0,89 N/A 0,08
Dvora 2013
Tabulka 8: 1zolace DNA chelexem — vlastni modifikace
Konc.
Metoda oD OD
5 Jméno psa Odbér | DNA
odbéru 260/280 | 260/230
(ng/pl)
cerstvy
1 t k Guiseppina 248,66 1,15 0,26
vat.ty¢inka i , , ,
y FCH listopad
2014
Cookki Queen | srpen
2 | cytkartacek ) 60,66 1,40 0,35
Warriorbull 2014
Darcy ze kvéten
3 vat.ty¢inka 35,29 1,26 0,33
Zalab.samoty 2013
Guiseppina listopad
4 chlup 50,05 0,96 0,22
FCH 2014
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Tabulka 9: 1zolace DNA modifikovanou SDS metodou

Konc.
Metoda oD oD
5 Jméno psa Odbér | DNA
odbéru 260/280 | 260/230
(ng/nl)
Cerstvy
1 Cink Guiseppina 62,76 1,68 0,66
vat. tyCinka i ) ) )
y FCH listopad
2014
_ srpen
2 | cytkartacek | Atila Koubale 31,49 1,65 0,68
2014
) _ duben
3 vat. ty¢inka | Abbi Garlin 6,68 7,35 1,16
2013
cerstvy
4 hl Guiseppina 5,37 12,23 12,23
chlu ' : , :
p FCH listopad
2014

Vysledky uvadéné v tabulkdch ukazuji, Ze rizné metody izolace, metody

odbéru i staii vzorki daly velice rozdilné vysledky jak z hlediska koncentrace DNA

tak cCistoty. Proto byla u vSech vzorkti provedena zkuSebni PCR reakce, kde byly

pouzity primery pro detekci jiné o¢ni choroby u psu zvané PRCD (Progressive rod-

cone degeneration) a byla tak posouzena pouzitelnost vzorkd pro dalsi analyzu

(Obrazek 10).
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Obrazek 10: Vizualizace vzorku po gelové elektroforéze (zkusebni PCR PRCD)

Foto: Barbora Farkova

A...izolace metodou CTAB

Al - Cerstvy bukalni stér vatovou

ty¢inkou

A2 - bukalni stér cytologickym

kartaCkem

A3 - stary stér vatovou ty¢inkou
A4 - stary stér vatovou ty¢inkou
B...izolace chloroformovou

B1 - Cerstvy bukalni stér vatovou

ty¢inkou

B2 - bukalni stér cytologickym

kartaCkem
B3 - stary stér vatovou ty¢inkou

B4 - stary stér vatovou ty¢inkou

C...izolace chelexem

C1 - Cerstvy bukalni stér vatovou

ty¢inkou

C2 - bukalni stér cytologickym

kartackem

C3 - stary stér vatovou ty¢inkou
C4 - Cerstve vytrzeny chlup
D...izolace SDS metodou

D1 - Cerstvy bukalni stér vatovou

ty¢inkou

D2 - bukalni stér cytologickym

kartackem
D3 - stary stér vatovou ty¢inkou

D4 - Cerstveé vytrzeny chlup
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Z téchto vysledku je jasn¢ patrné, ze nejlepsi amplifikace DNA je u vzorku
C2 (bukalni stér cytologickym stéteckem a izolace telexem, viz Obrazek 10).

Proto byly pro dalsi analyzy zvoleny vzorky DNA ziskané stérem bukalni

sliznice cytologickym kartackem a izolace DNA chelexem.
Dalsim pozitivem kromé vytéznosti DNA a jeji vhodnosti pro PCR byla i
nenaro¢nost odbéru vzorku, ajeho uchovavani. Izolace chelexem vychazi nejlépe jak

z ditvodu vytéznosti DNA a Casové nendro¢nosti a jednoduchosti, tak i malé finan¢ni

nakladnosti.

Poté nésledovala teplotni optimalizace PCR reakce pro primery HSF4. Byl
zvolen teplotni gradient 55 — 65 °C (Obrazek 11)

Obrazek 11: Vizualizace vzorku po gelové elektroforéze - PCR teplotni gradient

horni fada — Cerstvy stér vatovou ty¢inkou, izolace chelex

dolni fada — cytologicky kartacek, izolace chelex
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teplota pro anealing 59 °C (Obrazek 11).

Dle vysledkti PCR a s ohledem na parametry primert byla zvolena optimalni

V tabulce 10 jsou uvedeny vysledky z hodnoceni kvality/kvantity DNA

izolované chelexem z cytologickych kartacku.

Tabulka 10: Vysledky méieni koncentrace a ¢istoty DNA dalSich vzorki metodou chelex

Konc. oD oD
Jméno psa Odbér DNA
260/280 | 260/230
(ng/pl)

_ srpen

5 Mafia 122,68 1,20 0,20
2014
Connie Girl srpen

6 ) 134,28 1,32 0,22
Impossant Bohemia | 2014
Cloe z Hambalek srpen

7 123,20 1,28 0,23
Busin 2014
Shelby Angelo srpen

8 105,77 1,19 0,22
Custode 2014
Dream of Hunter srpen

9 420,38 1,59 0,41
Fransimo Bohemia 2014
Debbie ze Zalabské srpen

10 258,24 1,32 0,28
samoty 2014
Lovable Babe of srpen

11 ) 35,35 1,13 0,20
Eilatan 2014
Zaby Red Warrior srpen

12 205,50 1,29 0,29
Fransimo Bohemia 2014
Chily Wind srpen

13 444 88 1,58 0,40
Fransimo Bohemia 2014
Mascot Slade srpen

14 138,46 1,35 0,30
Czech 2014

58



Z této tabulky vyplyva, Zze izolace DNA chelexem z cytologickych kartacku
poskytuje velice vysokou vytéznost DNA, ale Spatnou Cistotu. Pouzitelnost vzorki

byla nasledné¢ ovéiena PCR analyzou s primery HSF4 (Obrazek 12).

Obrazek 12: Vizualizace vzorki po gelové elektroforéze PCR s primery HSF4,
v§echny vzorky jsou odebrané cytologickym kartackem

Foto: Barbora Farkova

Vzorek 1 — CTAB izolace
Vzorek 2 — Chloroform izolace
Vzorek 3 — Chelex izolace
Vzorek 4 - SDS izolace

Vzorky 5-14 — Chelex izolace (vzorky byly izolovany najednou v jeden den)

Z téchto vysledkli vyplyva, Ze izolace chelex sice poskytuje vysokou

vytéznost DNA, ale Spatna Cistota vzorkli pravdépodobné zptisobila selhani reakce.

Proto bylo zvoleno piecisténi DNA a nasledné opétovna PCR. V tabulce 11
jsou uvedeny vysledky z métfeni koncentrace a Cistoty DNA na nanodropu u vzork,

které byly precistény pferaZenim v octanu sodném a etanolu.
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Tabulka 11: Vysledky méFeni koncentrace a Cistoty DNA po precisténi

Konc. oD oD
Metoda
Jméno psa Odbér | DNA 260/ | 260/
odbéru

(mg/mh) | g9 | 230
cytologicky ] srpen

5 Mafia 8,35 159 | 0,58
kartacek 2014

losicks Connie Girl

cytologic Srpen

6 yiologicy Impossant P 6,22 1,56 | 1,27
kartacek _ 2014

Bohemia

cytologicky | Cloe srpen

7 ytologicky P 8,53 2,18 | 1,03
kartacek z Hambalek 2014
cytologicky | Shelby Angelo srpen

8 yrologicky yAng P 12,11 1,71 | 0,53
kartacek Custode 2014
cytologicky | Dream of Hunter | srpen

9 yrologicy P 71,66 2,10 | 1,63
kartacek FB 2014
cytologicky | Debbie ze srpen

10 ytologicky P 20,46 1,84 | 1,77
kartacek | Zalabské samoty | 2014
cytologicky | Lovable Babe of | srpen

11 ytologieky ) P 3,24 1,64 | 0,68
kartacek Eilatan 2014
cytologicky | Zaby Red srpen

12 ytologicky y- P 27,32 2,35 | 1,40
kartacek Warrior FB 2014
cytologicky ) ) srpen

13 Chily Wind FB 44 .66 191 | 1,30
kartacek 2014
cytologicky | Mascot Slade srpen

14 ytologieky P 25,52 2,13 | 1,36
kartacek Czech 2014

Po pfecisténi jsou znatelné sice niz$i hodnoty koncentrace DNA ale vyssi

¢istota vzorku.
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Precisténé vzorky DNA byly pouzity pro PCR analyzu, vysledky PCR

analyzy jsou uvedeny na obrazku 13.

Obrazek 13: Vizualizace vzorka po gelové elektroforéze - PCR s primery HSF4 po
precisténi izolati

Foto: Barbora Farkova

Vsechny vzorky jsou izolované metodou chelex a precisténé. Odbér DNA
cytologickym kartackem.
PCR analyza po preciSténi izolatd ukazala, ze vzorky, které po izolaci

chelexem nevychazely, po ptecisténi davaji v PCR reakci velice dobré vysledky

(Tabulka 12).

Tabulka 12: Vysledky méFeni koncentrace a ¢istoty DNA izolované metodou chelex a nasledné
precisténi

. Konc.
Cislo Metoda OD oD
5 Jméno psa | Odbér | DNA
vzorku | odbéru 260/280 | 260/230
(ng/nl)
15 lomicke Amazong
cytologic srpen
ytologickey Ellisar Black P 27,70 1,93 0,73
kartacek 2014
Jewels Bull
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16 cytologicky | Abbie Hone srpen
yrologickey y P 56,11 1,82 0,85
kartacek Heart 2014

17 cytologicky | Dance Stan | srpen
ytologicky ) P 73,73 1,74 1,22
kartacek | Warriorbull 2014

18 cytologicky | Joll Pastaff | srpen
ytologicky y P 53,64 1,97 0,78
kartacek Legion 2014

19 cytologicky | Bertone Blitz | srpen
ytologicky P 25,92 2,27 0,63
kartadek | Volksbull 2014

20 cytologicky srpen
ylelogicky Artie Koubale 49,21 2,21 0,88
kartadek 2014

21 cytologicky | Glanc of Sama | srpen
ytologicky P 52,22 2,16 0,85
kartacek | Slody CZ 2014

22 cytologicky | Chilli  Proper | srpen
ytologicky ) P P 48,28 2,10 0,92
kartadek | Wizzard Bull 2014

23 cytologicky srpen
ytologicky Heidy Olstaff P 11,53 3,42 1,34
kartadek 2014

Obrazek 14: Vizualizace dalSich vzorki po gelové elektroforéze - PCR s primery HSF4

(izolaci chelex a precisténi izolati, odbér DNA cytologickym kartaékem)

Foto: Barbora Farkova
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Ziskané PCR produkty byly separovany i pomoci Cipové elektroforézy
(MULTINA) a vysledky ziskané po elektroforéze jsou uvedeny na obrazku 15.

Obrazek 15: Vizualizace v§ech vzorki po Cipové elektroforéze - PCR s primery HSF4
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Tabulka 13: Seznam vzorkii pro ¢ipovou elektroforézu

Cislo )
Vzorku Metoda izolace Jméno psa
2 modifikace CTAB Guiseppina Felicity Cheer
3 modifikace chloroform Elvis Dark Element
4 modifikace chelex Cookki Queen Warriorbull
5 modifikace SDS Atila Koubale
6 chelex + precisténi Mafia
7 chelex + ptecisténi Cloe z Hambalek Busin
8 chelex + precisténi Shelby Angelo Custode
9 chelex + precisténi Dream of Hunter Fransimo Bohemia
10 chelex + precisténi Debbie ze Zalabské samoty
11 chelex + precisténi Lovable Babe of Eilatan
12 chelex + precisténi Zaby Red Warrior Fransimo Bohemia
13 chelex + precisténi Chily Wind Fransimo Bohemia
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14 chelex + precisténi Mascot Slade Czech

15 chelex + precisténi Amazong Ellisar Black Jewels Bull
16 chelex + precisténi Abbie Honey Heart

17 chelex + precisténi Dance Stan Warriorbull

18 chelex + precisténi Jolly Pastaff Legion

19 chelex + precisténi Bertone Blitz VVolksbull

20 chelex + precisténi Artie Koubale

21 chelex + precisténi Glanc of Sama Slody CZ

22 chelex + precisténi Chilli Pepper Wizzard Bull
23 chelex + precisténi Heidy Olstaff

24 chelex + precisténi Connie Girl Impossant Bohemia

V predchozi analyze kontrolni vzorek ¢. 23 vySel velice slabé, proto se

provedla PCR s rtuznou koncentraci DNA pro zoptimalizovani. Jelikoz vzorek ¢. 23

je kontrolni a je to uz dfive testovany pienase¢ (heterozygot) a slouzi po porovnani

potencialnich heterozygotii (pfenasect).

Obrazek 16: Vizualizace po ¢ipové elektroforéze - PCR s riiznou koncentraci DNA vzorki s
primery HSF4 (izolace chelex a prefisténi izolati)

bp}

Vzorek Al (2) 1,5 — Heidy Olstaff

(3) 2 — Heidy Olstaff

1 - Vzorek A3 (4) 2,5 — Heidy Olstaff
Vzorek A5 (5) 3 — Heidy Olstaff
on | = Vzorek A6 (6) 1,5 - kontrolni

L)
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Byla provedena i PCR analyza s prodlouzenym a znacenym primerem. Pro
PCR analyze byla provedena separace fragmentl na genetickém analyzatoru
(fragmentacni analyza) s negativnim vysledkem. Pro ovéfeni spravného pribéhu
PCR analyzy byly vzorky analyzovany na gelové elektroforéze - kontrola, zda viibec
doslo k nasednuti primerti a amplifikaci. Vzhledem k charakteru vysledki se lze

domnivat, ze nedoslo k nasednuti zna¢eného primeru (Obrazek 17).

Obrazek 17: Vizualizace vSech vzorki po gelové elektroforéze — PCR s
prodlouZenym a zna¢enym primerem

Po opakované PCR byly vzorky podrobeny fragmentacni analyze, ukazka

vysledkd analyzy je uvedena na obrazku 17.
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Obrazek 17: Ukazka charakteristického zobrazeni analyzovaného vzorku v programu
SEQUENCE SCANNER SOFTWARE po fragmenta¢ni analyze (PCR s pouZitim
znafeného HSF4f 56-FAM)

Carrier — 2 piky, jelikoz je heterozygot (skryty prenase¢ HC)

Applied
Biggvslems 1

Genewapper SoMNars 5
= =) = =
n =y ]
s e as s s s wos s as

Q;Eéﬁﬁﬁ%%ﬁ%%ﬁﬁé@

5
8

El
8

Clear — 1 pik, jelikoz je dominantni homozygot (zdravy jedinec)

Applied
Bi Ef\mems 1
‘GeneMapper Somware 5

b

'HHMHHHHéE‘

g
8

F]
8

Tabulka 14: Vysledky detekce homozygoti (clear) a heterozygoti (pienase¢u - carrier HC) po
fragmentacni analyze

Cislo
Jméno psa Detekce
vzorku
1 Guiseppina Felicity Cheer carrier
2 Elvis Dark Element clear
3 Cookki Queen Warriorbull clear
4 Atila Koubale clear
5 Mafia clear
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6 Connie Girl Impossant Bohemia clear
7 Cloe z Hambalek Busin clear
8 Shelby Angelo Custode clear
9 Dream of Hunter Fransimo Bohemia clear
10 Debbie ze Zalabské samoty clear
11 Lovable Babe of Eilatan clear
12 Zaby Red Warrior Fransimo Bohemia clear
13 Chily Wind Fransimo Bohemia clear
14 Mascot Slade Czech clear
15 Amazing Ellisar Black Jewels Bull clear
16 Abbie Honey Heart clear
17 Dance Swan Warriorbull clear
18 Jolly Pastaff Legion clear
19 Bertone Blitz VVolksbull clear
20 Artie Koubale clear
21 Glanc of Sama Slody CZ clear
22 Chilli Proper Wizzard Bull clear
23 Heidy Olstaff carrier

Vzorek ¢islo 1 Guiseppina Felicity Cheer byl potencialni pfenase¢ HC,

jelikoz jeji otec byl HC carrier (pfenasSec, heterozygot), takze méla 25% Sanci, Ze

bude také carrier a nebyla pfedtim testovana.

Vzorek ¢islo 23 Heidy Olstaff byl kontrolni, jiz diive testovany carrier.

Vsechny ostatni vzorky vysly HC clear, coz znamena, ze nenesou mutaci

v genu HSF4 pro dédi¢nou kataraktu.
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6. DISKUSE

Ackoliv se v Ceské republice v dnesni dob& nevyskytuje zadny pes plemene
StafordSirsky bullteriér s prikkazem puvodu postizeny dédicnou kataraktou, déle se
v chovu vyskytuji skryti pfenaseci této nemoci. Pti netestovani chovného paru hrozi

opétovné zavleceni nemoci do populace.

Pro odbér vzorkl pro ucely genetického testovani je pouzivana fada postupu.
Mellersh (2006) pro detekci dédi¢né katarakty u StafordSirského bullteriéra pouzival
vzorky DNA z krve konzervované v EDTA. Pii studiu jiné dédi¢né o¢ni choroby psi
zvané PRCD (Progressive Rod-Code Degeneration, Progresivni retinalni atrofie) se
pouzivaly téz vzorky DNA izolované z krve (Dostél et al., 2011). Odbér vzorki krve
ale predstavuje celkem komplikovany postup jak =z hlediska naro¢nosti, tak

nakladnosti, diskomfortu zvifat a vyZaduje i nutnost navstévy veterinarniho 1ékare.

Pro ucely mé prace se jednalo o nevhodny postup, protoze vétSina chovateli
mi z téchto duvodt odmitla vzorky poskytnout. Hledala jsem proto alternativu
odbéru. Nejdiive jsem pouzila bukdlni stéry vatovou ty€inkou, ale izolace z téchto
vzorkd byla neuspokojivd 1 z divodu, ze vzorky pro analyzu nebyly cerstvé a

odebrala jsem malo biologického materialu.

V nékterych komercnich laboratofich zamétujicich se na genetické analyzy
zvitat se dnes jiz vyuzivaji i vzorky DNA odebrané cytologickym kartackem (napft.
Genomia), touto metodou jsem se inspirovala. Pfi§la mi jako nejvhodnéjsi alternativa
pro potteby mé prace. PouZivala jsem cytologické kartdCky pouzivané pro cervikalni
stéry u Zen. Jinak se v laboratofich provadéji izolace pievazné ze vzorku z krve, stéru
sliznice Gstni dutiny, vlasovych cibulek, pefi nebo jiné tkané (kdze, placenta, sval,

vnitini organy apod.) (http://www.genomia.cz/cz/pokyny/, 2015)

Spolehlivym zdrojem dostatecného mnozstvi kvalitni DNA je krev. Odbér
krve miize provadét pouze lékaf na rozdil od stéru sliznice ustni dutiny, ktery
provede kazdy jednoduse sam. Aby stér sliznice poskytl dost bunék k izolaci DNA,
musi byt provadén maximalné peclive, jelikoz existuje riziko kontaminace vzorku

DNA jiného zvitete (Petersen-Jones, 2001).
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Rovnéz pro izolaci DNA existuje celd fada rtiznych metod. Casto jsou
pouzivané komeréni kity pro izolaci genomické DNA. Tento postup zvolila Mellersh
et al. (2006) v praci zabyvajici se vyzkumem dédi¢né katarakty u stafordsirského

bullteriéra a pouzivala DNA extrak¢niho kitu od vyrobce Tepnel, Manchester, UK.

Pii vyzkumu PRCD autofi vyuzivali chloroformové izolace. V praci je

uvedeno, ze izolace pomoci chelexu nebyla uspésna (Dostal et al., 2011).

Ja jsem izolovala DNA pomoci metod CTAB, chloroform, chelex a SDS.
Mnou modifikovana chelexova izolace pro cytologické kartacky poskytovala nejvetsi
vytéznost DNA, ale nejhorsi Cistotu. Proto jsem vzorky pfecistila a nasledné analyzy
(PCR, elektroforéza, fragmentacni analyza) vychazely velice dobfe. U vyzkumu
PRCD vidim jako divod netspéchu izolace chelexem nepfecisténi izolatl nebo

kontaminaci vzorki pro PCR kuli¢kami chelexu.

Oproti praci Mellersh et al. (2006) jsem Optimalizovala teplotni profil PCR
reakce a pouzila jinou teplotu pro nasedani primeru. Rozdil v teplotaich mize byt

zpusoben pouzitim jiné¢ho termocycleru nebo rozdilnym slozenim reakéni smési.

V mé praci jsem se pokusila detekovat heterozygoty pouze na zdkladé
separace amplifikovanych fragmenti pomoci gelové a nasledné Cipové elektroforézy.
Vysledky byly neuspokojivé, nebot’” nebyl zadny rozdil mezi kontrolnim
heterozygotem/pienaseCem a ostatnimi vzorky. Dle mého nazoru nedokonalou
separaci fragmentt zpisobil rozdil pouze jedné baze (1 bp) v analyzovaném
fragmentu DNA. Pouzité metody separace DNA fragmenti nejsou natolik citlivé,
aby dokazaly tento maly rozdil v délce fragmentt rozeznat. Z tohoto divodu jsem

pouzila metodu fragmentacni analyzy (Mellersh et al., 2006).

Fragmentacni analyza poskytuje velmi vysokou rozliSovaci schopnost.
Obdobn¢ jako napf. metoda separace DNA fragmentl na sekvenan¢nim gelu -
denatura¢ni elektroforéza a detekce fragmentd na zakladé barveni stéibrem, cozZ je

postup pouzivany pii analyze mikrosatelitt (Van der Schoot, 2000)
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7. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni nejvhodnéjsi metody odbéru
vzorku DNA, jednoduché a levné metody izolace DNA, kterd se bézné nevyuziva
pro dany typ izolatl a zhodnoceni jeji vhodnosti jako alternativy pouzivani drahych
komer¢nich izolacnich kiti a moznost jejiho pouzivani jako rutinni pro potieby
vyzkumu. Dale se feSila optimalizace nejvhodnéj$i metody izolace DNA, PCR
analyzy a separace amplifikovanych fragmentti. Testovaly se rizné metody analyz

pro detekci skrytych prenasect dédi¢né katarakty v populaci.

V ptipadé¢ hodnoceni vhodnosti metod izolace DNA hlavnimi kriterii byly:
¢asova narocnost, kvalita a mnozstvi izolované DNA a financ¢ni hledisko. Dle téchto
kritérii se vybrala nejvhodnéjsi metoda izolace, ktera se komer¢éné zatim nevyuziva a
je doporuceno jeji ptipadné budouci vyuziti jako mozné alternativy komerné

pouzivanym postupiim. Z vysledkii moji diplomové prace vyplyvaji tyto zavéry:

e Pro odbér vzorki DNA se stéry bukalni sliznice ukézaly jako vhodna a
jednoduchéd metoda odbéru vzorkl pro izolaci DNA, kterou zvladne i chovatel
sam doma a vzorek lze zaslat postou k dal$imu zpracovani v laboratoti. Odpada

tak nutnost navstévy veterinatre pro odbér vzorka krve.

e Pro stér bukdlni sliznice jsou vhodnégjsi cytologické kartacky z diivodu setfeni
vétSitho mnoZstvi buné€k ze sliznice a tim padem je vice biologického materialu

pro izolaci DNA.

e Vzorky star§i nez pil roku se jiz nepodafilo analyzovat. Jednalo se o stéry

vatovou ty¢inkou.
e DNA ziskana z chlupovych cibulek se nepodatila analyzovat.

e DNA ze stéri bukdlni sliznice 1ze izolovat 1 jinymi metodami. V mé praci se
podafilo DNA vyizolovat vS§emi pouzitymi metodami a to i témi, které se

pouzivaji na izolaci z rostlinnych pletiv, masa, krve i chlupovych cibulek.

e Jako nejvhodnéj$i metodu z divodu jednoduchosti, malé Casové naro¢nosti a
nizké finan¢ni nakladnosti jsem zvolila izolaci pomoci chelexu. DNA ze stért

bukalni sliznice je ale velice zneciSténa pravdépodobné zbytky potravy a jinymi
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latkami, které se vyskytuji v tlamé psa. Po izolaci chelexem muselo nasledovat
precisténi DNA, které bylo ale opét casové i finanéné nenaro¢né. Vzhledem k

vysoké vytéznosti DNA nedochazi pii precisténi ani k vyznamné ztraté DNA.

o Skryté prenasece nelze detekovat jinou metodou nez fragmentacni analyzou
S pouzitim znaceného primeru z ditvodu rozdilu pouze jedné baze u heterozygota
(skrytého pfenaseCe — ,carrier). Coz gelovd ani CcCipova elektroforéza

nerozeznala.
e Vysledky jiz diive komeréné testovanych psi se od mych analyz nelisily.

e Promofienost testovaného vzorku skrytymi pienaseci jsou 2 jedinci z 23, kdy
jeden byl uz dtive testovany. Pro mou praci byl pouzit jako kontrolni pfenasec.
Celkovy pocet prenasect dédicné katarakty u StafordSirského bullteriéra je

v Ceské republice obecné velice nizky, coZ se 1 mou praci potvrdilo.

Stér bukalni sliznice cytologickym kartaCkem se ukazal jako velice vhodna
metoda pro odbér vzorku, ale nehodi se pro dlouhodobé uchovavani DNA. Jako
alternativu ke komerénim izola¢nim kitdm a pro vyuzivani jako rutinni pro potieby

vyzkumu se nejlépe jevi izolace chelexem s naslednym piecisténim.

Celou praci jsem vypracovala na osobné odebranych vzorcich a podatilo se
mi optimalizovat jak izolaci DNA chelexem tak i PCR s pouzitim primeru HSF4,
jelikoz ani jedna oslovena laboratoi mi nesdélila sviij komeréné vyuzivany postup

analyzy.
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