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Optimalizace metod analyzy genomické DNA prasat

Souhrn

Metodické zpracovani diplomové prace je souéasti projektu NAZV €. QK1910217, kdy
dil¢i ¢ast vyzkumu je stanoveni spravné metodiky analyzy genomické DNA prasat pro nasledné
zpracovani na SNP technologiich, kde cilem je ziskani potfebnych dat k dalSimu spracovani
vV ramci vyzkumu. Vyzkum probihal ve spolupraci Svazu chovateli prasat, z.s., Vyzkumného
Gistavu Zivo&isné vyroby v Uhtinévsi, v.v.i a Ceskomoravské spole¢nosti chovateld, a.s.

Pro spésné stanoveni metodiky bylo potfeba stanovit mnoho cili. Ty se zakladaly
na predeslych zkuSenostech pifi sestavovani metodiky u skotu. Cile byly zamétené
na zjednoduseni a optimalizovani ptijmu biologickych vzorkd do laboratofe, jejich nasledné
zpracovani, prubéh izolace a nasledujici testace SNP. Zdroj mél laboratofi prochazet
V tzv. industry modelu, aby mohlo byt zpracovano desitky vzorkli najednou a nenarusoval
se kontinudlni provoz laboratofe. Samoziejmé s navySenim prichodnosti vzorkl se pocitalo
1 se snizenim ceny za vzorek za provedenou izolaci DNA. Soucasné provadéni SNP testace
je Casove i finan¢né€ naro¢né. Ohled byl bran i na chovatele prasat, aby odbér biologického
zdroje byl pro n¢ vyhovujici, nendro¢ny, jasny a bez komplikaci. V neposledni fad¢, aby odbér
zdroje DNA nenaruSoval welfare zvitete.

Metodicky bylo stanoveno, Zze doposud preferovany odbér krve bude nahrazen jinym,
neinvazivnim zdrojem DNA. Nabizel se zdroj §tétinové cibulky a nasalni stéry, které u skotu
byly pfijaty bez vyhrad a u nékterych chovatelii se nasalni stéry staly hlavnim posilanym
biologickym zdrojem DNA. Pro praseci §tétiny musela byt vytvofena adekvatni odbérova sada,
vyhovujici chodu laboratofe i chovateli prasat.

Déle bylo nutné vyzkouset, které alternativni zdroje bude mozné vyuzit v ptipade, ze
nebude moci byt pouZzito prasecich $tétin. Tim se rozumi rezidualni zdroje DNA, zmrazené krve
a spermatické davky u zvifat jiz neZijicich, ale pro Slechténi a vytvofeni genotypizované
populace vyznamnych. Jednalo se vSak i o nativni zdroje krve a sperma.

Na zéklad¢ uspésné provedené vstupni kontroly vzorki DNA, uspésného stanoveni
metodiky izolace a urceni spravné kontroly izolath DNA, byla provedena testace SNP
na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina. Kone¢né vysledky v tzv.“call rate” ukazaly,
ze izolace DNA a testace SNP technologii probéhla v pofadku ohledné §tétinovych cibulek,

krve a spermatickych davek. Naopak zdroje DNA u nasalnich stéri se ukazaly jako



nevyhovujici. Metodiku, kterd probihala v manudlnim procesu bylo mozné pievést do
robotického procesu. Zpracovani vzorkli pies roboty TECAN FREEDOM EVO A
HAMILTON Firefly NIMBUS 96 probéhla v porfadku. Mohlo se dal pokracovat
V genotypovani vybranych zvifat.

Vysledky budou prostiednictvim CMSCH a SCHP implementovany do chovatelské

praxe.

Klicova slova: prase, SNP, DNA, izolace, Illumina BeadChip



Optimization of methods for analysis of pig genomic DNA

Summary

Methodological elaboration of the diploma thesis is a part of the project NAZV No.
QK1910217, where a part of the research is to determine the correct methodology of analysis
of the genomic DNA of pigs for subsequent processing on SNP technologies. The research was
carried out in cooperation with the Association of Pig Breeders, z.s., Research Institute of
Animal Production in Uhfinéves, v.v.i and the Czech-Moravian Breeders Association, a.s.

Many goals had to be set for a successful methodology. These were based on previous
experience in compiling the methodology for cattle. The objectives were aimed at simplifying
and optimizing the acceptance of biological samples to the laboratory, their subsequent
processing, isolation process and subsequent SNP testing. The source had to go through the
industry model in the laboratory so that dozens of samples could be processed at the same time
and the laboratory's continuous operation would not be interrupted. Of course, increasing the
throughput of the samples was also expected to reduce the cost of the sample for DNA isolation.
Simultaneous implementation of SNP testing is both time and financially demanding.
Consideration was also given to pig farmers, so that the collection of biological resources was
convenient for them, unpretentious and without any further complication. Last but not least, the
collection of the DNA source does not interfere with the animal's welfare.

It has been methodically determined that the previously preferred blood collection shall
be replaced by another, non-invasive source of DNA. There was a source of bristly bulbs and
popular nasal swabs, which were accepted without reservation in cattle, and for some breeders,
nasal swabs became the main biological source of sent DNA. For pig bristles, an adequate
collection set had to be created to suit both the laboratory and the pig breeder.

It was also necessary to test which alternative sources could be used in case if pig bristles
could not be used. This means the residual sources of DNA, such as the frozen blood and sperm
doses, in animals which are no longer alive yet exhibit a high importance for breeding and
generating a genotyped population. However, these were also native sources of blood and
semen.

SNP was tested via PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina based on a successfully
performed initial check of DNA samples, successful determination of isolation methodology

and determination of correct control of DNA isolates. The final results in the so-called “call



rate” showed that DNA isolation and SNP testing were all right for the pig bristle, blood and
sperm doses. Conversely, the DNA sources in nasal swabs have proved to be unsatisfactory.

The methodology used in the manual process could be converted into a robotic process.
Sample processing via TECAN FREEDOM EVO and HAMILTON Firefly NIMBUS 96 robots
performed well. Genotyping of selected animals may continue.

The results will be implemented into the breeding practice throughout CMSCH and
SCHP.

Keywords: pig, SNP, DNA, izolation, Illumina BeadChip
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1 Uvod

Molekularné geneticka analyza DNA u prasat se v poslednich letech soustiedila zejména
na analyzu genotypt, tedy kandidatnich genti, a hlavné na ovéfovani rodicovstvi. Dosavadni
zptsob ovéfeni rodiovstvi v CR probihalo metodou STR. V zahraniéi, v chovatelsky
vyspélych zemich je zédkladnim genomickym hodnocenim analyza SNP pomoci technologie
microarray’s, tzv. ¢ipu. Tato metoda se postupné rozsifuje globalné a zohlednuje podminky
a moznosti kazdé zemé (Krupa & Schroffelova et al. 2019).

V soucasnosti rychly rozvoj ii€inné genotypizace otvird nové moznosti v genetice. Ovsem
na druhé strané dochazi k hromadéni obrovského mnozstvi dat ke zpracovani a nasledné
K problémtm jejich ukladani. Do procesu testace SNP pfichdzeji nové, vylepsené, vice
dimenzované Cipy a dochazi k neustalému narustu dat. Tento fakt vede k dalsimu rozvoji
specialnich databazi, které by hodnoceni dat provedly rychleji a zdroven mély vétsi ulozny
prostor k ukladani dat.

Nez se bude moci provést zpracovani a hodnoceni genomickych dat (GPH), je nutné
vytvofit metodiku, kterd stanovi podminky, za kterych bude mozné provadét uspésné
molekularné genetické hodnoceni DNA pifes SNP technologie.

Prvotnim krokem musi byt vybrana tzv. referen¢ni populace, na kterou se v budoucnu
bude navazovat. Referen¢ni populace je analyzovana na zakladé dat z kontroly uzitkovosti
(KU), které jsou k dispozici v Plemenné knize Svazu chovatelti prasat, z.s. Vybér musi byt
zohlednén z mnoha faktori. Provedeni testace DNA v laboratofi musi byt zohlednéna moznost
ziskani biologického zdoje DNA, aby bylo moZné provést testaci a naslednou analyzu ptes SNP
technologie. Projekt si klade cile, Ze uréi genotypy SNP u zvifat zatazenych do Ceského
Slechtitelského programu. Bude mozné provést populacni analyzy, analyzy vztahujici se
ke kontrole uZzitkovosti (KU), v soucasnoti velmi zkoumanym znaktm zdravi a kvality masa.
Veskeré informace piisp€ji k dalSimu vyvoji tprav Slechtitelského programu a Gipravé a navrhu
systému pro vypocet plemennych hodnot prasat. Ohledné Slechtitelské prace je dilezité v ramci
SNP testace najit geny vazané na uzitkovost. Najit a sledovat nositele nezadoucich,
ale 1 zaroven zadoucich alel a v neposledni fad¢, dale pokracovat v oveéfovani piivodu zvitete,
tzv. paternity (Krupa & Schroffelova et al. 2019).

V ramci tohoto vyzkumu se piedpoklada, Ze bude do laboratofe iGenetika, CMSCH, a.s.
dodavano pro genotypovani nékolik stovek jedinci ro¢né (400-500). Z pocatku budou pocty
jednicti vyssi, aby byla rychleji vytvorena referencni populace a projekt mohl pokracovat dal
ve vyzkumu. Projekt v ramci laboratofe iGenetika, CMSCH, a.s. zahrnuje vyvoj nové metodiky
pro testovani prasat ptes SNP technologie, stanoveni podminek odbéru biologickych zdroji
DNA tak, aby systém odbéru a zdroj DNA samotny vyhovoval G¢elim v laboratofi a pro
chovatele byl uzivatelsky ptijemny, zvifatim zachoval wellfare. Aby nedochazelo k opakovani
odbért biologickych zdroji, a tim ke zdrZeni celého procesu genotypovani zvifete. Déle
pfizpusobit analyzu DNA a testaci pfes SNP technologie rezimu laboratofe. Zaclenéni do
tzv. ,,industry modelu®, stanovit idedlni biologicky zdroj DNA, ktery by reZzimu laboratoie
vyhovoval a v pripad¢ potieby testace mimotadnych zdroji DNA mit moznost je zatfadit do
individualniho procesu ve specialnim rezimu (Krupa & Schroffelova et al. 2019).
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2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotézy byly stanoveny na zakladé predeslych zkusenosti s izolaci biologickych zdroja
DNA u skotu v ramci ,,Optimalizace odbéru alternativnich biologickych vzorka pro navaznou
kvalitni izolaci genomické DNA, Certifikovand metodika vypracovana v ramci vyzkumného
projektu MZe NAZV QK1910217*.

Hypotézy byly stanovené tyto:

1. Nejvhodnéjsim biologickym zdrojem DNA budou praseci Stétiny
2. Nejmén¢ vhodnym biologickym zdrojem DNA budou nasélni stéry

Pro dosazeni vysledkl stanovenych hypotéz, celkového kladného pribéhu izolac¢nich
metod a postoupeni vybranych SNP genotypl stanovené v ramci pilotni studie do dalSiho
bioinformatického zpracovani pro vytvofeni referen¢ni populace a vyvoj postupt pro odhad
genomickych plemennych hodnot znakli prasat zatazenych do Ceského narodniho
Slechtitelského programu, musi byt stanovené dil¢i cile. Cile zasahuji do celého procesu
laboratofe a jsou nedilnou soucast celého procesu.

Cile metodiky byly stanovené tyto:

e Tradi¢ni biologicky zdroj DNA, tedy odebranou nesrazenou krev, nahradit méné
invazivnim odbérem tak, aby byl odbér zdroje uzivatelsky ptijemny pro chovatele
a zaroven se zachoval welfare zvifete. SniZil se naklad na odbér vzorku, bylo
snazs$i ho uchovat i dlouhodobé a jeho pfeprava do laboratofe neznamenala
znehodnoceni zdroje (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

e Odivodnit vyhody vybraného biologického zdroje DNA na zaklad¢ stanovenych
priorit a kriterii (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

e Dle sou€asného trendu vyvoje metod molekularné genomickych analyz genomu
prasat definovat volby biologického vzorku ur¢eného k izolaci genomické DNA
vhodné pro aplikacti v SNP technologiich, zejména pak k analyzam
na microarray’s — PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina (Schroffelova &
Némcova et al. 2019).

e Piivybéru vhodného zdroje DNA vychazet z potieb chovatelii a zachovat komfort
Vv chovatelské praxi pfi odbéru vzorku, zaroven zohlednit potfeby laboratotfe pro
rutinni béh pfijmu a nasledné zpracovéani vzorkl, automatizace izolace DNA
a nasledné vyuziti v robotické praxi (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

e Vyvinout a odzkouset odbérovou sadu/sady pro vytipovany zdroj/zdroje DNA,
nebude-li vhodna odbérova sada komercné dostupna (Schroffelova & Némcova
et al. 2019).

e Nabidnout chovatelim prasat a zainteresovanym organizacim jednoduchy postup,
podle kter¢ho budou v chovech prasat plosn€ odebirdny standardizované
biologické vzorky do optimalizovanych odbérovych sad (Schroffelova &
Némcova et al. 2019).
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V procesu vytvareni referen¢ni populace vyuzit nestandartnich zdroji DNA,
pokud nebude k dispozici jiny biologicky zdroj, tj. archivni a rezidualni zdroje.
Vybérem vhodného biologického zdroje DNA, zpracovanim postupu odbéru
biologického zdroje, postupnym vyvojem odbérové sady dosahnout komplexni
optimalizace procesu odbéru vzorki a snizit tim potiebu zZadat o opakovany odbér
vzorku (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

Urcit postup v prvotni analyze vzorku tak, aby se nekvalitni odbér biologického
materialu DNA vyfadil jesté pied jeho zafazenim do procesu a jeho néasledném
Zpracovanim na microarray’s. Z toho vyplyva i snizeni nakladt vynalozenych
na nekvalitni biologicky zdroj (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

Pomoci kvalitni odbérové sady a primarni analyzy vzorku, nasledné kontrole
kvality izolované DNA pred zafazenim do procesu genomické SNP analyzy
zménS$it vyskyt nekvalitnich a ptedvidatelnych chyb, které by ovlivnily nésledny
proces. Jedna se zejména o finacni stranku SNP microarray’s analyz a nasledné
o naruseni rutinniho procesu v laboratofi (Schroffelova & Némcova et al. 2019).
Po vybéru efektivniho biologického zdroje DNA stanovit, kterd metoda izolace
Z hlediska naroc¢nosti na kvalitu zizolované¢ DNA je nejvhodnéjsi, pro nasledné
SNP analyzy (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

Po procesu manualni izolace DNA a provéfeni kvality izolované DNA, pfejit
na proces robotizace

V robotickém procesu porovnat, zda pro SNP microarray’s analyzu je vhodnéjsi
izolace provadéna na robotu TECAN EVO FREEDOM ¢i robotu HAMILTON
FIREFLY NIMBUS 96. Vhodnost robotické izolace vyhodnotime v uplné
zavereéné fazi hodnoceni na iScan pomoci vysledku tzv. call rate.
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3 Literarni reSerse

Ovéreni rodicovstvi je zdsadni pro optimalni genetické fizeni v chovatelstvi a chovu
hospodaiskych zvirat. Tradicn¢ byly piibuzenské zaznamy ulozeny do $lechtitelskych
programi. Pokud jsou vSak tyto genealogie neuplné nebo nepiesné, tato data mohou vést
k odchylkam a chybam v analyze, které by mohly zptsobit neocekavané nebo stochastické
udaje produkce, coz vede ke snizeni ekonomickych ziskli. Pro dosazeni stabilniho Slechténi
v pozadovaném sméru byly proto molekuldrni markery pouzity k rozliSeni ptedkii chovnych
populaci. Kratké tandemové opakovani (STR, mikrosatelity) byly nedavné i mezinarodni
preferované molekularni markery ke sledovani informaci z plemennych knih od druht az po
individualni uroven ve vSech typech organismt (Lacombe et al. 2013).

Praktické vyuziti molekularné genetické analyzy DNA u prasat se v poslednich tfech
desetiletich tradi¢né soustfedilo zejména na analyzy genotypl tzv. kandidatnich gend a na
ovétovani rodicovstvi. PInému vyuzZiti potenciali SNP technologii a naslednych genomickych
analyz ve Slechténi prasat branily limity ,.tradi¢nich® — méné vykonnych analytickych metod,
které poskytuji (zejména pokud jde o kvantitu) pouze omezené informace o genomu prasat
(Ramos et al. 2009; Krupa & Schroffelova et al. 2019). Tento limit by mohl byt odstranén
aplikaci technologie microarray’s — ,,DNA Cipy“, kterd umoznuje detekovat desetitisice SNP
variant v ramci jedné analyzy (Ramos et al. 2009).

U zvirat na zdkladé SNP genotypt ziskanych microarray’s analyzou, méni v poslednich
desetiletich chovatelské strategie a pristupy ke Slechténi zejména u skotu. Vychozim bodem pro
aplikaci genomické selekce u prasat byl vyvoj komeréniho ¢ipu pro vysoce vykonnou
genotypizaci, sekvenovani genomu prasat a aplikace statistickych a bioinformatickych ptistupt,
které byly nejprve vyvinuty u skotu a poté adaptovany na zvlasStnosti odvétvi chovu prasat
(Samor¢ & Fontanesi 2016).

3.1 SNP technologie

V poslednich letech se ukazalo, Ze SNP jsou citlivéjsi a presnéjsi nez mikrosatelity a staly
se vyhodngj$im alternativnim markerem na celém svété (Pakstis et al.2010; Kayser a de Knijff
2011; Kidd et al. 2011).

Jednonukleotidové polymorfismy (SNP), které se nachazeji v celém genomu, maji jak
nizkou miru mutace (~ 2,5 x 10-8 na generaci), tak nizkou chybovost genotypovani, a jsou
snadno pienositelné skriningem s vysokou propustnosti (Werner et al. 2004; Baruch & Weller
2008; Honda et al. 2009).

Kvalitn€ 1zolovand DNA je nutnou podminkou korektniho vysledku v§ech DNA analyz,
coz dvojnasob plati pro vysoce vykonné SNP technologie. Kvalita DNA extraktu uruje miru
uspésnosti SNP genotypizace na microarray’s vyjadienou tzv. call rate. Call rate se rovna poctu
SNP, u kterych byl pti genotypizaci na Cipu stanoveny SNP genotyp, déleno celkovym poctem
SNP na ¢ipu (Huentelman et al. 2005; Schroffelova & Némcova et al. 2018).

Princip microarray’s spocivd v cilené hybridizaci genomické DNA a sekvencné
specifickych DNA sond, které jsou vazany na povrchu ¢ipu. Na ¢ipu muze byt imobilizovano
az nékolik stovek tisic sond specifickych pro rizné tseky DNA, coZ umoziuje analyzovat
Siroké spektrum SNP mutaci (Gojova & Kozak 2006).
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Podle typu vyuziti ¢ipové analyzy je mozné DNA technologie-microarrays rozdélit do
dvou skupin. Prvni na expresni Cipy obsahujici jako sondy bud dvoufetézcové useky
molekul c¢cDNA (komplementarni DNA) vzniklé reverzni transkripci mRNA, nebo
oligonukleotidové sondy sekvencné specifické pro kazdy gen z genomu (Pospisilova & Mayer
2005; Dvorakova 2011). Druhé na mutaéné specifické oligonukleotidové ¢Cipy (Cipy S uméle
syntetizovanymi oligonukleotidy o délce 25-70 bp), jez zahrnuji nové sekvenacni ptistupy tzv.
metody druhé ¢i dalsi generace. \Y soucasné dobé se tyto
pfistupy  vyuzivaji pro celogenomové sekvenovani a detekci novych SNP
(Morozova & Marra 2008; Dvotrakova 2011). Komeréné dostupné techniky z rodiny
sekvenovani nové generace (next generation sequencing — NGS) poskytuji firmy, kterymi jsou
napiiklad Roche/454, Illumina/Solexa, Life/APG a Helicos BioSciences (Metzker 2009).

Uskalim  techniky DNA  ¢&ipii je samotna hybridizaéni reakce mezi
DNA sondami imobilizovanymi na &ipu a vzorkem DNA. Cipy nejsou vhodné pro
detekci inzerénich a dele¢nich mutaci v genech. Avsak i pfes tato uskali maji microarray’s
nesporny vyznam jak v ramci Slechtitelskych programl prasat, tak v huméanni mediciné
(Gojova & Kozak 2006; Dvoiakova 2011). Lze fici, ze individualni identifikace zalozena na
markerech SNP se stala dilezitym nastrojem v biochemickém a fyziologickém vyzkumu (Seeb
et al. 2011; Goedbloed et al. 2013 a, b).

3.2 Illumina Porcine SNP60 v2 Genotyping BeadChip

Princip  techniky DNA  ¢&ipt  spo¢iva v hybridizaéni  reakci  mezi
vzorkem DNA a sekvencné specifickymi DNA sondami, které jsou vazany na povrchu Cipu.
Na ¢ipu mlze byt imobilizovano aZz nékolik stovek tisic sond specifickych pro rtizné useky
DNA, coz umoznuje analyzovat Siroké spektrum mutaci (Gojova & Kozak 2006).

Jako  velmi  slibny  nastroj v rdmci  predgenomické  selekce  Ci
identifikace QTL mohou byt pravé mutacné specifické oligonukleotidové €ipy, jeZ zahrnuji
detekei statisict SNP (n€kdy nazyvan jako SNP ¢ip) (Meuwissen et al. 2001).

BeadChip PorcineSNP60 v2 (obrazek 1) je nejkomplexnéjsi genotypové pole genotypu
pro prase¢i genom, poskytujici vynikajici silu k vyslechu genetické variace napti¢ mnoha
prasaty plemena, véetné Duroc, Landrace, Pietrain a Large White (Illumina2; lllumina3).

BeadChip PorcineSNP60 v2 obsahuje vice nez 64 232 SNP, které rovnomérné piekryvaji
prase¢i genom. Cip umoziiuje Sirokou $kalu aplikaci, jako je vybér genomu, identifikace
kvantitativni vlastnosti loci, hodnoceni genetické hodnoty, mapovani k¥izeni, studie vazebnich
nerovnovah, srovnavacich genetickych studii a plemene charakterizace pro hodnoceni
biologické rozmanitosti (Illumina2; Illumina3).

PorcineSNP60 v2 BeadChip je kompatibilni s iScan® a HiScan® Systems. Tyto skenery
pole maji vysoce vykonné lasery a vykonné optické systémy, které umoznuji rychlé doby
skenovani a presné detekce testu. V ramci pracovniho postupu Infinium Assay jsou data
zpracovavana piimo do softwaru Illumina GenomeStudio®, ktery poskytuje efektivni feSeni
call rate, analyzy a vykazovani genotypu (llluminal datasheet porcinesnp60.pdf).

15



Silicon Wafer

photo
resist

—3—

plasma
etching

'

y
N cleaning

\y
-a
s -
e )
3um bea(lils - ‘0‘0‘ 7 illumina
in wells & o '
T
“se LA CEERT R

Obr. 1. BeadChip PorcineSNP60 v2

Zdroj:https://www.illumina.com/products/by-type/microarray-kits/porcine-snp60.html
https://www.illumina.com/science/technology/beadarray-technology.html

Infinium iSelect HD nebo HTS Custom Genotyping BeadChips je ¢ip, ktery je na zakladé
zadosti zakaznika individualizovan. Vyrobce €ipt pfijiméd podminky pro vytvoreni specidlniho,
vlastniho nadefinovaného &ipu zékaznika. Cip obsahuje vlastni testované oblasti zékaznika
a vytvari tak cilené, vysoce vykonné aplikace gynotypizace ptizpisobené konkrétnim potiebam
projektu (Illumina2; lllumina3).

GGP Porcine je dalsim cipem, ktery je mozno vyuzit pro genotypizaci prasat. GGP
Porcine BeadChip je postaven na platformé Infinium spole¢nosti Illumina a je jednim
z nejkomplexnéjSich feSeni, kterd jsou k dispozici pro genotypizaci prasat v celém genomu.
Tato vylepSena treti generace BeadChip obsahuje vice nez 51 000 rovnomérné distribuovanych
SNP. SNP jsou rovnomérné distribuovany v autosomech, ale jsou koncentrovanéjsi v
telomerach, aby odpovidaly za vyssi rychlosti rekombinace. Primérna vzdalenost sondy je 43
kb. GGP Porcine BeadChip také zahrnuje nékolik genetickych markert, které mohou piimo
ovlivilovat vlastnosti nemoci a vykonnosti u prasat, jako jsou:

e SNP WUR10000125, ktery ma vliv na toleranci PRRS

e Defekt dystrofinu, ktery je spojen s praseim stresovym syndromem
e Bézné vyuzivané rodi¢ovské/identitni SNP pro USDA

e Stresovy syndrom prasat (HAL)

e Ryanodinovy receptor (RN)

e Marker, ktery mtze odvodit rezistenci vici E. coli (F4 ab/ac)
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e SNP, u kterych bylo prokazéano, ze maji vliv na ptijem krmiva/konverzi/ ptiriistek
hmotnosti, chudy rist/obsah tuku a kvalitu masa ( Neogenl).

3.3 Vybér vhodného zdroje DNA prasat

Kvalitn€ izolovana DNA je nutnou podminkou korektniho vysledku vS§ech DNA analyz,
coz dvojnasob plati pro vysoce vykonné SNP technologie. Kvalita DNA extraktu uruje miru
uspesnosti SNP genotypizace na microarray’s vyjadienou tzv. call rate, ktery vyjadiuje podil
stanovenych SNP genotypt k celkovému pocetu genotypti na ¢ipu (Huentelman et al. 2005).

Doposud byla klasickym biologickym zdrojem pro izolaci DNA krev. Jednalo se
o nesrazlivou zilni krev, odebiranou do zkumavek s antikoagula¢nim roztokem. Antikoagulacni
roztoky, které se nejCastéji pouzivaji jsou citrat sodny ¢ili Trisodium citrate, KoEDTA,
K3:EDTA, Na;EDTA atd. (Schroffelova & Némcova et al. 2018).

DNA lze teoreticky ziskat z jakékoliv télni tkdné, kterd obsahuje plnohodnotné bunky
s bunécnym jadrem v limitni kvantité a zachované kvalité, pfi¢emz plati, Ze informacéni hodnota
DNA ziskana z riznych tkani stejného jedince je identicka (Vesela 2009).

Vyjimkou je DNA ziskana z nékterych tkani dvouvajeénych (fraternalnich) dvojéat
u vybranych druhi zvifat, pfedev§im u skotu, u kterych byl zaznamendn vyskyt
tzv. chimerismu. Tento jev byl popsan v souvislosti s vicecetnou graviditou u skotu v souvislosti
s oveéfovanim ptavodu (Owen 1945; Verdonck et al. 1996; Ron et al. 1995). S ohledem na typ
placenty prasnice, nebyl tento jev u druhu Sus scrofa ani Sus scrofa f. domestica pozorovan,
proto nemusi byt pti vybéru vhodného zdroje DNA u prasat zohlednén. (Schroffelova &
Némcova et al. 2018)

Ke vhodnému vybéru zdroje DNA prasat pfistupujeme s ohledem na vice faktort. Jednak
z pohledu pozadavkll laboratofe, kterd musi zohlednit mnoZstvi zpracovanych vzorka
V budoucnu, jejich naro¢nost pracovani v metodickém postupu, finacni narocnost a fakt, Ze se
v laboratofi bude postupovat v tzv. industry modelu. Dale z pohledu zvitete, aby byl pfi odbéru
vzorku zachovan welfare zvifete. V neposledni fadé musime zohlednit chovatele, abychom
piihlédli k zatizeni z finacni stranky a ndro€nost odbéru vzorku DNA, potieby dalSiho
kompetentniho zamé&stance ¢i veterinafe. A nakonec, jakym zptsobem bude vzorek uchovavan,
piepravovan do laboratote (Schroffelova & Némcova et al. 2018; Schroffelova & Némcova et
al. 2019).

V piipadé biologického zdroje DNA krve je zapotiebi jednak pfitomnosti erudovanych
osob: chovatele, veterinare, dale fixovani zvifete a invazivni odbér, naruSeni welfare zvifete.
Nasledné odbér krve do specidlni zkumavky s antikoagula¢nim roztokem a co nejdiive odeslat
do laboratofe ke zpracovani, aby nedoslo k degradaci vzorku. Velky vliv na kvalitu odebrané
krve mé¢lo zachédzeni majitele ¢i veterinarniho 1ékare se vzorkem, nasledné uchovavani a doba
uchovavani odebrané krve a klimatické podminky. Odesilani krve do laboratote pred vikendem,
v dobé& horkych dni ¢i naopak velkych mrazii vedlo taktéz k degradaci odebraného vzorku krve.
Dochazelo i1 k poskozeni zkumavek béhem manipulace balicku v ptepravnich spole¢nostech.
Celkové lze fici, ze odbér nesrazlivé krve je nekomfortni (Schroffelova & Némcova et al. 2018;
Schroffelova & Némcova et al. 2019).
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Odbér nesrazlivé krve poskytuje dostatené mnozstvi kvalitniho zdroje DNA,
umoziujiciho ziskat uspokojivy vytézek izolované DNA v pozadované koncentraci a Cistote,
s moznosti aplikace tady alternativnich izolacnich metod v manuélnich i robotickych
protokolech (Schroffelova & Némcova et al. 2018).

3.3.1 Zdroje DNA

K molekularn€ biologické analyze lze rutinnimi postupy ziskat genomickou DNA
1z jinych, ,,alternativnich®, biologickych zdroji. Jsou to zejména chlupové — §tétinové cibulky,
vzorky z biopsii tkani (napt. TSU — Tissue Sample Unit — odbér tkané ucha), stéry sliznic
(nasalni, bukalni), sperma (Cerstvé, mrazené) popiipadé i n¢které biologicky nedegradované
¢asti jateCnich tél ¢i kadavert (Gielda & Rigg 2017).

DNA lze ziskat také z rezidudlnich, caste¢né¢ biologicky degradovanych a jinak
nestandardnich zdrojii — tuby po inseminaci, dlouhodob&é zmrazené (archivni) krevni vzorky
apod. Z nestandardnich zdrojii je mozné vhodné zvolenou a individudln¢ praktikovanou
metodou izolovat genomickou DNA a naslednym nabohacenim vytéZzku in vitro docilit
moznosti aplikovat takto upravenou DNA na microarray. Tento slozity, ¢asové narocny
a finan¢n¢ nakladny postup vSak nelze aplikovat pii ploSné genotypizaci velkého poctu vzorkl
(Beranek et al. 2012), nicméné je zadouci tyto techniky metodicky rozpracovat pro piipady,
kdy bude nutné ziskat pro referencni skupinu genotypy cennych jiz nezijicich jedinct, ze
kterych nebude k dispozici standardni zdroj DNA v potiebné kvalit¢ a/nebo kvantité
(Schroffelova & Némcova et al. 2019).

3.4 Chimerismus

Termin chimerismus pochézi z teckého slova Chimaira (Xipoupa), které oznacovalo
mytologickou bytost, kterd méla télo lva, hlavu kozy a hadi ocas. V mediciné byl tento vyraz
poprvé pouzit Andersonem v roce 1951. Podle jeho ,bunécné“ koncepce je chiméra
organismus, ktery se sklada z bunék pochazejicich ze dvou zygotickych linii (Bader et al. 2005).

Chiméra je organismus, ktery je tvoien dvémi nebo vice riznymi genotypy, Casto jako
nasledek transplantaci nebo pii embryonalnim vyvoji, kdy kmenové buiiky jednoho embrya
jsou zachyceny jinym embryem geneticky odliSnym. RozliSeni MZ dvojcat je v tomto piipadé
problematické, nebot’ striktné feceno, kazda geneticka rlznorodost je klasifikovana jako
mosaikismus. Nicméné néktefi autofi pouzivaji termin chimérismus pro pienos kmenovych
bunék z jednoho dvojcete na druhé, jestlize toto nastalo béhem jejich vzniku. Napt. dvojce A
se mirn¢ geneticky odliSuje od dvojcete B, a dvoj¢e B mé nekteré kmenové bunky od dvojcete
A. Mosaikismus tedy popisuje rizné bunééné linie, které vznikly jako vysledek mutace uvnitt
jednoho dvojéete po rozdéleni dvojcat (Rogers et al 1982; Fikejzlova 2009).

U monochorionickych dvojcat, které¢ sdileji jednu placentu, se muze vyskytnout
transfuzni syndrom a kmenov¢ buiiky tak mohou byt pfenaSeny z jednoho dvojéete do druhého
pomoci placentarnich anastomoéz. Toto miZe byt oznacovano jako pseudomosaikismus nebo
chimérismus. Napf. béhem fetdlniho vyvoje jsou kmenové buiiky jednoho dvojcete prenaseny
do kostni dfené. Pro genetické porovnani monochorionickych MZ dvojcat je diilezité provadét
genotypovani tkan€ (napt. kostni fibroblasty), nestaci spoléhat jen na krevni lymfocyty.
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To naznacuje pfitomnost chimérismu v krvi a kostni dfeni, ale ne v somatickych buiikdch
(Rogers et al. 1982; Fikejzlova 2009).

DNA ziskana z n¢kterych tkani fraternalnich dvojcat u vybranych druhti zvitat, predevsim
u skotu, u kterych byl zaznamenan vyskyt tzv. chimerismu, byl popsan v souvislosti
s viceCetnou graviditou u skotu v souvislosti s ovéfovanim pavodu (Owen 1945; Verdonck et
al. 1996; Ron et al. 1995). S ohledem na typ placenty prasnice, nebyl tento jev u druhu Sus
scrofa ani Sus scrofa f. domestica pozorovan, proto nemusi byt pii vybéru vhodného zdroje
DNA u prasat zohlednén (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

Na zéklad¢ praxe z ovéfovani puvodu u skotu to znamend, Ze v piipadé¢ zaznamenani
dvojcat je potieba odebirat chlupy ¢i usni $tépy (TSU, nekontaminované krvi). Krev a nasalni
stéry jsou nevyhovujici a degraduji néslené vysledky v procesu ovéteni ptivodu zvitete.

3.5 Izola¢ni metody

Systém odbéru vzorkil urcenych k izolaci genomické DNA a jeji nasledné aplikaci na
microarray’s — PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina primarn¢ vychazi z naroki na kvalitu
izolované DNA, ktera do analytického procesu vstupuje, piesn¢ definovaného v rutinnim
protokolu Infinium HD technologie (Infinitum® HD Assay Protocol Part # 11328087, Rev. B
November 2009). Doporu¢ené¢ hodnoty Ccistoty a koncentrace DNA uvadi dodavatel
PorcineSNP60 v2 BeadChips technologie, firma Illumina, Inc., v instrukénim manualu: méfeno
spektrofotometricky — NanoDrop2000. Ratio of the absorbance: A260/280 a A260/230 = 1,8 —
2,1 a limitni koncentrace: 50 ng/uL (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

Vhodnou metodu izolace DNA volime na zakladé soubéZného posouzeni nékolika
riznych kritérii, ke kterym patii vlastnosti vychoziho biologického vzorku — zdroje DNA,
pfedpokladany vytézek a kvalita DNA poZadované naslednou analytickou metodou, robustnost
a opakovatelnost metody izolace a v neposledni fad€ i Casova a finan¢ni naro¢nost metody
izolace (Raska 2006; Beranek et al. 2006; Schroffelova & Némcova et al. 2019).

3.5.1 Metody zaloZené na inaktivace enzymatickych kofaktori

Podstatou je separace bunécného lyzatu pomoci centrifugace, po které nasleduje pfidani
tzv. chelatacnich cCinidel — latek, které jsou na sebe schopny vyvazovat nékteré typy iontu.
V praxi je nejcastéji pouzivan Chelex—100, iontoméniCova pryskyfice, kterd vyvazuje
dvojmocné ionty kovil. Pfidanim Chelexu—100 k lyzatu dojde k vyvazani hotecnatych iontl z
roztoku, které pak nemohou plnit funkci kofaktori, a tudiz endonukledzy nemohou
enzymaticky $t€pit DNA; tim je izolat stabilizovan. DNA nebyva z roztoku precipitovana ani
dale procistovana (Walsh et al. 1991; Schroffelova & Némcova et al. 2019). 1zolace DNA
pomoci chelexu je velmi jednoduchd, rychla, pomérné¢ levna a uc¢innd metoda nevyzadujici
pouziti organickych rozpoustédel. Nejcastéji je tato metoda spojovéna s oblasti forenzni
genetiky, kdy se DNA izoluje napiiklad ze zaschlych krevnich vzorki, tkéani, vlast, kosti,
vzorki slin ulpénych naptiklad na cigaretovém nedopalku nebo z bukalnich stér. Nevyhodou
této techniky je, Ze pfi ni nejsou z roztoku odstaniovany inhibitory, je tedy moZné ji pouZit pouze
v ptipadé vzorki s malym mnozstvim inhibitorti (Simkova 2012).
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3.5.2 Metody zaloZené na vazbé DNA na pevnou fazi

Vyuziva se efektu, kdy DNA je molekula s parcialnim zapornym nabojem. Jako zminéna
pevna faze je zpravidla uzivana silika (polymerni oxid kiemicity), kterd je na povrchu rovnéz
zaporn¢ nabita. V Cisté vodé se tak DNA a silika navzajem odpuzuji. Pokud vsak do roztoku
pfidame tzv. chaotropni soli, zafunguji jako zprosttedkovatel vazby mezi DNA a silikou. Touto
vazbou je pak DNA pevné vazana k silice a mize byt spolu s ni transportovana. Po zméné
slozeni roztoku (sniZzeni koncentrace soli, zméné pH z kyselého na zéasadité) dojde ke zruSeni
vazby DNA na silikét a k jejimu uvolnéni do roztoku (Simkova, 2012).

V praxi jsou uzivana dv¢ zakladni uspotfadani postupu zalozené¢ho na vazbé DNA na

pevnou fazi:

tzv. silikatové kolonky, kde je DNA zachycena na kolonce b&hem centrifugace
lyzatu, poté je pfeciStena a nésledné¢ uvolnéna do Cistého elu¢niho roztoku —
,,metoda KOLONKY*“ (Schroffelova & Némcova et al. 2019)

tzv. magnetosilikové partikule, kde se DNA navaze na paramagnetické kulicky,
které mohou byt manipulovany pomoci magnetu — napi. vyjmuty z roztoku,
pfeneseny do piecistovacich roztokt a z nich nakonec do elu¢niho roztoku, kde je
DNA uvolnéna — ,,metoda MAGNETICKE KULICKY“ (Schroffelova &
Némcova et al. 2019). Princip metody se odviji od fyzikalné-chemickych vlastnosti
castic, které jsou schopny navézat bioreaktivni molekuly diky reakci na vné&jsi
magnetické pole. V praxi to probiha tak, Ze se magnetické ¢astice piidaji ke vzorku
a dojde k navazani cilenych molekul. Nasledné dojde pomoci magnetu k pfitdhnuti
takto modifikovanych castic ke sténé zkumavky a zbyly roztok s nenavazanymi
latkami je odstranén. Po promyti dojde k uvolnéni Castic s navdzanymi molekulami
do ptfidaného roztoku a nasledné diky naslednym krokidm probéhne oddéleni
navdzanych molekul od magnetickych ¢astic. Takto je moZné ziskat samostatné
cilené molekuly, vhodné pro pouziti k dal§im analyzam (Hiuska et al. 2008).
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4 Metodika

U vybraného souboru prasat byly testovany rtzné zdroje DNA a jejich nasledné
nejvhodnéjsi izlaty k ziskani DNA vhodné k analyze pro SNP technologie. K posouzeni
vhodnosti byly zvoleny zdroje: chlupové (§tétinové) cibulky, mraZené a nativni sperma, nasalni
stéry, nativni a mrazend nesrazliva krev. Hodnotila se naro¢nost zpracovani zdroju DNA,
nasledné kvalita ziskané DNA. Daéle se hodnotil, ktery zdroj DNA je nejvhodnéjsi
a nejspolehlivéjsi pro nasledné zpracovani v molekuldrné genetickych analyzach. Posouzeny
byly kritéria narokovana chovateli pfi odbéru a laboratorni naroky. Metodické zpracovani je

souasti projektu NAZV C. QK1910217.

4.1 Kriteria pro vybér vhodného zdroje DNA prasat a mozné zdroje DNA
prasat s ohledem na chovatelskou praxi

Pro vybér vhodného odbéru biologického materialu s umyslem izolace genomické DNA
prasat musime stanovit nékolik kriterii, na jejichz zakladé mizeme posuzovat vhodnost odbéru.
Kriteria byla stanovena tato:

e INVAZIVITA ODBERU — tkon odbéru zdroje byl posouzen s ohledem na
welfare zvifete béhem odbéru a nutnost asistence veterinarniho 1ékare pii odbéru
— Vyhlaska 19/2018 Sb. (Schroffelova & Némcova et al. 2019)

e PORIZOVACI NAKLADY NA ODBEROVOU SADU SLOZITOST
PROVEDENI ODBERU — nutnost prodkoleni osob k provedeni odbéru, potieba
fixace zvifete, ptipadné nutnost asistence dalSich osob u odbéru, casova narocnost
apod. (Schroffelova & Némcova et al. 2019)

e NAROKY NA UCHOVAVANi ODBEROVE SADY — posouzena moZnost
dlouhodobého uchovavani odbérovych sad pti pokojové teploté pied odbérem a
po ném. (Schroffelova & Némcova et al. 2019)

e RIZIKO ZNEHODNOCENi VZORKU BEHEM TRANSPORTU DO
LABORATORE — posouzena odolnost vzorku vii¢i extrémnim teplotam a viigi
mechanickému poskozeni vzorkovnice béhem transportu
(Schroffelova & Némcova et al. 2019)

e PROSTOROVE NAROKY NA ARCHIVACI BIOLOGICKYCH ZDROJU PO
PROVEDENI IZOLACE GENOMICKE DNA - tato skute¢nost je ddna potiebou
uchovavat ptavodni zdroje DNA pro piipadnou nutnost revize provedenych
zkousek, nebo jejich rozsiteni o nové metodické postupy v ndvaznosti na expanzi
vyuzivani SNP technologii jako nastroje pro §lechténi prasat v CR v budoucnu
(Schroffelova & Némcova et al. 2019).

4.2 Metody izolace genomické DNA v manualnim procesu

Abychom zakoncili testaci genomické DNA Vv ramci novych SNP technologii Gspés$né,
musime zprvopocatku postupovat zcela bez robotickych izolatorti a postupné navazovat na
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robotické pozadavky a jejich naroCnosti z hlediska kvality zpracované¢ DNA z odebraného
vzorku.

Pfi manudlni izolaci uz musime doptedu pocitat s pozadavky dané dodavateli robotickych
izolatoru a nasledné BeadChips technologie v zastoupeni firmy Illumina, Inc. Jednim ze
zasadnich pozadavku je kvalita izolované DNA. Doporucené hodnoty Cistoty a koncentrace
DNA uvadi dodavatel PorcineSNP60 v2 BeadChips technologie, firma Illumina, Inc., v
instrukénim manualu: méfeno spektrofotometricky — NanoDrop2000. Ratio of the absorbance:
A260/280 a A260/230 = 1,8 — 2,1 a limitni koncentrace: 50 ng/uL (Schroffelova & Némcova
et al. 2019).

V soucasné dob€ se ndm vyznamné zuzuje mnozstvi izola¢nich metod, které mizeme
efektivné vyuzit a snadno aplikovat. Divodem jsou specifické vlastnosti biologického zdroje,
ktery vstupuje do procesu izolace DNA, dale to jsou vysoké pozadavky na hodnoty Cistoty a
koncentrace vstupni DNA. A nesmime opomenout stav laboratoie, ktera prechazi do rutinniho
procesu tzv. industry modelu.

4.2.1 lzolace DNA z prasedich $tétin v manualnim procesu

Zakladem pro uspesnou izolaci DNA z prasecich §tétin je kvalitni odbér zdroje. Tedy pro
ziskani kvalitniho vysledku pouzitelné koncentrace DNA potiebujeme kvalitné vytrzené
prase¢i Stétiny, které budou mit na koncich vyrazné folikuly. U skotu se kvalitni odbér
chlupovych folikulli provadi z konce ocasu. U prasat se povétSinou trha ze hibetu ¢i ocasku.
V Zadném piipadé se nesmi odebirat vylinalé $tétiny. Nekvalitné odebrané praseci Stétiny
ztézuji jednak izolacni proces, kde musime pfistupova ke vzorku individudlng, zacind se
navySovat cena izola¢niho procesu jak pro laboratof, tak zejména pro chovatele. Také nastava
problém s rutinnim provozem, kdy se vzorek vytazuje z rutinniho procesu a vstoupi do dalsich
kroku izolace pozdéji.

e Piiprava a odbér Stétinovych cibulek

Pro ziskani pouzitelného biologického materidlu je nutné praseci Stétiny zpracovat.
Ptijaté praseci Stétiny, nejlépe v odbérové sad€, znacime pofadovym cCislem. Do pfipravené
eppendorfovy zkumavky, opatfené ptifazenym ¢islem vzorku nastiihame 30-40 §tétinovych
cibulek. Podle kvality biologického zdroje. U opravdu kvalitnich folikulii stac¢i mensi mnoZstvi.
Naopak u hor$ich zdroji musime nastiihat vétsi pocet cibulek, abychom doséhli pozadované
koncentrace. Prave potiebna DNA je nasledné ziskavana ze §tétinovych cibulek.

Pro prvni manudlni proces izolace DNA byly vybrany ndhodné odbéry z riznych zdrojd,
na zaklad€ vybéru Svazu chovatell prasat, z.s. Odbéry jsou sestaveny v ramci feSeni projektu
MZe NAZV QK1910217. Odbéry probihaly ve tfech vybranych Slechtitelskych chovech.
Do procesu izolace bylo vybrano, po pfezkoumani kvality odebraného zdroje, 24 prasecich
Stétin. Dale byly vybrany dalsi 3 zdroje prasecich $tétin z Testacni stanice Ploskov, Fakulty
Agrobiologie, potravinovych a piirodnich zdrojti, CZU Praha.

e Proteolyza Stétinovych cibulek

Dalsim krokem k Uspé&S$né izolaci je tzv. proteolyza. Tento krok probihal za pouZiti kitu

od firmy Omega Bio — Tek. Soucasti izola¢niho kitu je proteolyticky enzym a puft.
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e |zolace DNA

Izolace proteolyzované DNA probihala v manualnim rezimu podle navodu izolacniho
Kitu. Jedna se o izolovani metodou tzv. kolonky, od firmy Gene All. Pfi této metodé mame
jistotu, ze Cistota a koncentrace bude v nejvyssi mozné kvalité. V manualnim provedeni je
metoda veelku naro¢né na zajisténi potiebnych teplot a dodrzeni ¢asovych postupti.

e Primarni kontrola kvality izolované DNA
Kontrola kvality izolované DNA probihala na spektofotometru NanoDrop 2000 od firmy
ThermoScientific.

K dal$imu procesu analyzy byly pustény vSechny extrakty DNA, které mély koncetraci
> 50 ng/puL a Cistotu A260/280 > 1.8.

V piipadé, Ze namétena DNA byla < 50 ng/uL za souc¢asného zachovani A260/280 > 1.8,
vzorek izolované DNA byl postoupen na dodate¢nou kontrolu kvality pomoci vyuziti metody
multiplex PCR. Tato metoda je primarn¢ ur¢ena k STRS genotypizaci prasat, za pouZiti panelu
Animaltype Pig PCR Amplification Kit (Robino et al., 2008).

4.2.2 lzolace DNA z nasalnich stért v manualnim procesu

Obdobn¢ jako u prasecich §tétin, tak 1 u nasélnich stért je dilezité odber provést spravne.
Pro odbér nasalnich stéri byla vybrana komer¢ni odbérova sada PG-100 Performagene firmy
DNAgenotek Inc., Ottawa, Canada (Foley et al. 2011; Maclean et al. 2013).

Odbérovy set je hojné vyuzivan ve svété. U nas v CR se naséalni (popf. bukalni) stér stal
oblibenym u skotu, pst.

Pro prasata tento neivazivni odbér DNA dosud nebyl vyzkousen. Proto byl v ramci
projektu tento zptisob odbéru nasalniho stéru navrhnut a za pomoci CZU Praha, Fakulty
Agrobiologie, potravinovych a pfirodnich zdroji, Testa¢ni stanice Ploskov, byly odebrany
nasalni stéry u 33 zviftat.

Odbér nasalnich stérii byl proveden podle navodu vyrobce DNAgenotek Inc. a dle
instrukci z videa, které je k dispozici na: https://www.youtube.com/watch?v=Cfva611zN2E

Do procesu izolace DNA z nasalnich stérti neni vhodné, aby prosly odbéry, které jsou
vyrazn€ Spinavé, plné zbytkl z krmiva. Ddle se stavalo, Ze pfitomny roztok v tubé odbérové
sady byl vylit. V tomto pfipadé neni mozné izolaci DNA dale provést.

Problematické u nasalnich stért je jejich konzistence. Stava se, ze je odbér prilis fidky,
a mizeme predpokladat mizivou pritomnost DNA. V dal§im pfipad€ je naopak nasalni stér
pfili§ hutny a je problém uz ze zacatku izolace. S takovym vzorkem DNA musime po izolaci

nadale individuédln¢ postupovat, fedit jej, aby mohl pokra¢ovat do dal§iho procesu a nenastaly
dalsi potize pti aplikaci na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina v protokolu Illumina HD
Infinium technologie.
e |zolace DNA
Nez dojde k izolaci extraktu z nasalniho stéru, musime stérovky nejprve vlozit do lazné
na 50 °C po dobu 1,5 h. Po vyjmuti stérovek z 14zné€ a po jejich vychladnuti miZeme pokracovat
Vv izolaci. Pokud pro izolaci neni vhodna doba, mizeme odbérové sady vlozit do mraziciho boxu
na — 20°C. Po rozmrazeni s nimi nakladdme uplné stejné jako s Cerstvé vyjmutymi stérovkami
z lazné. Izolace nasalniho stéru probihala pomoci centrifugace a chela¢nich ¢inidel. Od izolace
prasecich Stétin se metoda znacné 1isi. Je vyrazné jednodussi a levnéjsi.
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https://www.youtube.com/watch?v=Cfva6IlzN2E

e Primarni kontrola kvality izolované DNA

Kontrola kvality izolatli z nasalnich stérii je naprosto stejnd jako je tomu u kontroly
kvality DNA z prasecich $tétin.

Kontrola kvality izolované DNA probihala na spektofotometru NanoDrop 2000 od frmy
ThermoScientific.

K dal$imu procesu analyzy byly pustény vSechny extrakty DNA, které mély koncetraci
> 50 ng/uL a Cistotu A260/280 > 1.8.

V piipadé, ze namérend DNA byla < 50 ng/uL za souc¢asné¢ho zachovani A260/280 > 1.8,
vzorek izolované DNA byl postoupen na dodate¢nou kontrolu kvality pomoci vyuziti metody
multiplex PCR. Tato metoda je primarn¢ uréena k STRs genotypizaci prasat, za pouziti panelu
Animaltype Pig PCR Amplification Kit (Robino et al. 2008).

4.2.3 lzolace DNA z kanciho spermatu Vv manualnim procesu

Kan¢i sperma je svym zpiisobem vyrazné specifické. Od dosud ndmi izolovaného by¢iho
sperma, se kanci odliSuje zfejmym rozdilem v mnozstvi ejakulatu. Velké mnozstvi ejakulatu
obsahuje spermie, které jsou extrémné citlivé na teplotu vnéjSiho postiedi.

Pro pouziti v laboratornim prostedi tak, aby byl ejakulat pouzitelny jako jisty zdroj DNA,
je dulezité¢ zachovat jeho vlastnosti. Tedy, aby béhem piepravy do laboratoie nedoslo
k degradaci spermatu. Inseminaéni davky Vv plastové tub¢ lze v prub&hu pievozu do laboratoie
uchovéavat pii pokojové teploté, aniz by doslo k poskozeni biologického zdroje. Dale je mozné
insemina¢ni davku pted predpokladanou izolaci a po probehlé izolaci uchovavat pti teploté

-20 °C v mrazicim boxu.

Dalsim dulezitym krokem bylo zjistit, jak velké mnozstvi ejakulatu je potieba K izolaci
DNA. Kan¢i ejakulat je fidsi nez by¢i, tudiZ se nabizela myslenka k pouziti vét§tho mnozstvi
zdroje DNA, nez tomu je u byku. Pti vybéru jednoho kanciho ejakulatu dodaného od Svazu
chovateli prasat, z.s, byl n€kolikrat opakovany postup izolace, tak abychom dostali co nejlepsi
koncetraci a Cistotu izolované DNA. Prvni postup zainal na vysoké davce odebraného
biologického zdroje a postupné, dle vysledkli a prubéhu izolace, se mnozstvi odebraného
vstupniho zdroje zmensSoval.

Dostali jsme se tak na vyhovujici hodnotu odebiraného biologického zdroje a az
k myslence, Ze 1ze provést izolaci i z prazdné inseminacni tuby, ktera byla pouzita k inseminaci
prasnice. Ov§em, tuba nesméla byt kontaminovana hlenem ¢i krvi inseminované prasnice, jinak
doslo ke smiSeni zbylého rezidua kanciho spermatu Vv tubé. Provadét néslednou izolaci tak
nemé¢lo vyznam.

e lzolace DNA

Pro provedeni izolace DNA z kanc¢iho spermatu byla po ptedeslé zkuSenosti s byc¢im
spermatem zvolena tzv. kolonkova metoda. Na silikatové kolonce, diky kroku centrifugace
lyzatu, je zachycena DNA. Poté probiha proces piecisténi zachycené DNA, a nakonec je
centrifugaci vytésnéna do elucniho roztoku a sbérné zkumavky.

Pro izolaci kolonkovou metodou byly vyzkouseny kity od firmy GeneAll Exgene DNA
micro izola¢ni kit firmy GeneAll GENERALL BIOLECHNOLOGY CO., LTD. Dale QlAamp
DNA Mini Kit 250 firmy QIAGEN Group, Inc.
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Ziskana kvalita Cistoty a koncentrace zddané izolované DNA byla z obou izola¢nich kitt
srovnatelnd. V tomto piipad¢ vstupuje do laboratornich postupii otdzka financi. Pro rutinni
provoz této metody i s ohledem na chovatele, kterému bude tato metoda poskytnuta, se
rozhodlo, ze k dal§im izolacim budou vyuzivany kity kolonek od firmy GeneAll.

Kolonky jsou finan¢n¢ vyhodnéjsi jak z materidlnich nakladii, tak 1 v pfepoctu na
jednotlivou izolaci.

e Primarni kontrola kvality izolované DNA

Kontrola kvality izolath ztzv. kolonkové metody je naprosto stejna jako je tomu
u kontroly kvality DNA z piedeslych izola¢nich pokusu.

Kontrola kvality izolované DNA probihala na spektofotometru NanoDrop 2000 od frmy
ThermoScientific.

K dal$imu procesu analyzy byly pustény vSechny extrakty DNA, které mély koncetraci
> 50 ng/puL a Cistotu A260/280 > 1.8.

V piipad¢, ze namétend DNA byla < 50 ng/uL za souc¢asného zachovani A260/280 > 1.8,
vzorek izolované DNA byl postoupen na dodatecnou kontrolu kvality pomoci vyuziti metody
multiplex PCR. Tato metoda je primarn¢ ur¢ena k STRS genotypizaci prasat, za pouZiti panelu
Animaltype Pig PCR Amplification Kit (Robino et al., 2008).

4.2.4 lzolace genomické DNA z archivnich zdroji v manualnim procesu

Archivni zdroje jsou dilezitou soucasti vyvoje metodiky pro SNP technologie.
NejcastéjSim archivnim zrojem byva zmrazena krev. Dfive se krev testovala formou tzv. STR
genotypizace, pro ovéfeni plivodu zvifete a zaroven pro stanoveni MHS testu. Tedy stanoveni
tendence zvifete ke stresu RYR1 — ryanodinovy receptor.

V soucasné dobé lze fici, Ze se jednalo o prvni pokus pouZiti zmraZzené nesrazlivé krve,
ktera byla ozkousena v analyze SNP technologie na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina.

Pro tuto studii byla vybrana zmraZend nesrazena krev, ktera byla uchovavana v laboratofi
iGenetiky, v mrazicim boxu o teploté -20 °C, od roku 2015. Duvod k vybéru této krve bylo stafi
zmrazené krve a dobry vysledek izolace pti tehdejSim spracovani STR metodou.

Kwvili vysokym nékladiim na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina technologie, byla pro
prvni pokus vybrana pouze jedna krev.

e lzolace DNA

Pro izolaci dlouho uchovavané krve byl vybran izola¢ni kit GeneAll Exgene DNA micro
firmy GeneAll GENERALL BIOLECHNOLOGY CO., LTD. Z ptedeslych zkusenosti tento Kit
zcela vyhovuje pro pouziti na archivni ¢i mirné degradované zdroje. Béhem procesu izolace
nenastaly Zadné prekazky, které by prib¢h izolace mohly narusit a vzorek tak béhem procesu
znehodnotit.

e Primarni kontrola kvality izolované DNA

Kontrola kvality izolatu zmrazené krve probéhla stejnym procesem jako
u predeslych vzorku.

Kontrola kvality izolované DNA probihala na spektofotometru NanoDrop 2000 od frmy
ThermoScientific.
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K dal$imu procesu analyzy byly pustény vSechny extrakty DNA, které mély koncetraci
> 50 ng/puL a Cistotu A260/280 > 1.8.

V piipad¢, ze namétend DNA byla < 50 ng/uL za souc¢asného zachovani A260/280 > 1.8,
vzorek izolované DNA byl postoupen na dodatecnou kontrolu kvality pomoci vyuziti metody
multiplex PCR. Tato metoda je primarn¢ uréena k STRs genotypizaci prasat, za pouziti panelu
Animaltype Pig PCR Amplification Kit (Robino et al., 2008).

4.3 Aplikace izolati z manualniho procesu na prvni PorcineSNP60 v2
BeadChip Illumina

Po provedenych izolacich na vybranych biologickych zdrojich, kontrole kvality a Cistoty
izolatl, miizeme postoupit k dal§im vyznamnym krokiim v pribéhu procesu pro pokus
provedeni prvniho ¢ipu ProcineSNP60 v2 BeadChip Illumina.

V této fazi procesu se postupuje zasadné dle pokynt vyrobee Vv tzv. Infinium HD Lab
Tracking Form, Manual Protocol. Tento postup trva 3 dny a vyzaduje ptesnost, dodrzeni
piedepsanych postupi, Casu, teplot atp. K procesu jsou firmou Illumina poskytnuty veskeré
chemie, vybaveni pro moznost provedeni postupu a Cipy, na které se ve druhém dni aplikuje
DNA. V neposledni fadé, nejdilezitéjsi soucasti SNP technologie jsou roboti TECAN EVO
Freedom, na kterych probihaji PreAmplifika¢ni a PostAmplifikacni procesy, a iScan ¢tecka,
kde ve finale celého procesu dochazi ke ¢teni BeadChips a jejich vyhodnocovani ve formé tvz.
call rate.

ProcineSNP60 v2 BeadChip Illumina obsahuje 24 pozic pro aplikaci DNA. Tedy moZnost
vybrat 24 vzorkl pro testovani. Pro prvni pokus byly vybrany izolaty z nasalnich stérd, praseci
Stétiny a archivni genomickd krev.

S izolaty se v procesu pracuje v deep well plate desticce o 96 jamkach. Musime tedy
izolaty piepipetovat do desticky, pozice fadné€ zaznamenat do piipravené tabulky. Dale se
pracuje se vzorky podle zaznamenanych soufadnic, které jsou nasledné vyuzity i v loadingu
DNA na BeadChip a samoziejmé v koneéném vyhodnocovani ¢ipu Vv tzv. samplesheet.

Pro ovéfeni spravnych vysledkil byly vybrany 3 vzorky DNA z prasecich §tétin a byly
odeslany do zahrani¢ni laboratofe, kde proSly také aplikaci na ProcineSNP60 v2 BeadChip
[llumina. Na zaklad¢ poslanych vysledkil zpét ze zahrani¢ni laboratofe jsme mohli konstatovat,
Ze nas postup izolace a aplikace na BeadChip byl spravny a mizeme piestoupit do pokusu o
cely roboticky proces.

4.4 Prechod izolacnich metod do robotického procesu

Pro uplatnéni robotického procesu, aby byl vyhovujici jak z finanéniho, tak laboratorniho
ohledu, je potieba izolovat ve velkych poctech vzorkii. Tedy izolovana desticka, kterd prochazi
celym procesem obsahuje 96 pozic/jamek, to znamenad ve findle 4ks BeadChip. Musime
zohlednit rutinni provoz laboratofe a vyuzit k izolaci co nejvetsi pocet vzorkt. Ty museji byt
ovSem nasobkem 24, aby se zaplnil cely jeden Cip. Jedno misto na ¢ipu je vyznamné financné
nakladné, a je tedy nemyslitelné, aby se proces délal, aniz by se nezaplnila vSechna mista na
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Cipu. Izolace tedy nejlépe probiha v poctech 96 vzorkl/ 4c¢ipy, 192 vzorkld/ S8cipt,
288 vzorkl/ 12 ¢ipt, 384 vzorkl/ 16 Cipt atd.

Pro roboticky proces izolace mame v laboratofi iGenetika, CMSCH, a.s. k dispozici
2 izola¢ni roboty. Robot TECAN EVO Freedom a od firmy Hamilton izola¢ni robot
HAMILTON Firefly NIMBUS 96. Oba dva stroje funguji na izola¢ni metod¢
tvz. magnetickych kulicek.

V piipadé izola¢niho skriptu na robotu TECAN EVO Freedom se jedna o proces
magnetickych kuli¢ek, kde ve findlni ¢asti procesu dochazi k promyvani magnetickych kulicek
s navazanou DNA. U izola¢niho robota HAMILTON Firefly NIMBUS 96 je proces ve finalni
¢asti misto promyvani nahrazen krokem vysusovanim zbylé chemie, zejména ethanolu. V obou
ptipadech izolace funguje a spliiuje potiebné limity Cistoty a kvality izolované DNA. Izola¢ni
metoda byla provéfena v rutinnim procesu pii ziskvani kvalitni DNA u skotu a nasledné tedy
| prasat.

V ramci robotického izolaéniho procesu byl na oba dva roboty vybran urcity pocet
vzorki. Vysledky izolace byly zkontrolovany na spektofotometru NanoDrop 2000 od firmy
ThermoScientific a vzdjemné porovnany. Kontrolovalo se, zda je vyzamny rozdil v Cistoté
a kvalité ziskané DNA.

Po vyhodnoceni kvality DNA mohly byt vzorky zafazeny do dalSiho postupu v procesu
SNP technologie.

Do procesu tzv. PreAmplifikaéniho byly vybrany praseci $tétiny izolované na robotech
TECAN EVO Freedom a HAMILTON Firefly NIMBUS 96. Dale byly vybrany izolaty krve a
Stétin poskytnut¢ MZLU v Brné. DalSim izolatem DNA vhodnym k dal§imu pocesu bylo
vybrano kanci sperma a starSi mraZzené izolaty krve ze zdrojii laboratote iGenetiky.
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5 Vysledky

5.1 Zjisténi z hlediska kriterii pro vybér vhodného zdroje DNA s ohledem
na chovatelskou praxi

Hodnoceni vysledkli bylo provadéno na zékladé vzéjemného srovnavani stanovenych
kriterii, které byly vymezeny pro jednotlivé zvazované biologické zdroje.

Me¢titko bylo stanoveno na 3 relativni stupné: vysoky — stfedni — nizky; nebo ANO — NE.

Tab. 1 Hodnoceni vysledkii podle stanovenych kriterii pro vhodny vybér zdroje DNA

NESRAZLIVA | PRASECI | NASALNi | KANCI
KREV STETINY | STERY | SPERMA
INVAZIVITA
ODBERU ANO NE NE NE
SPECIALNi
ODBEOROVE ANO NE NE ANO
POMUCKY
NAKLADY NA . . S . . .
ODBEROVOU SADU STREDNI NIZKE VYSOKE | STREDNI
SLOZITOST ) o o )
PROVEDENI VYSOKA NIZKA NIZKA VYSOKA
ODBERU
NAROKY NA , o o )
UCHOVAyANi VYSOKE NIZKE NIZKE VYSOKA
ODBEROVE SADY
RIZIKO
ZNEHODNOCENI{ , ., L, ,
VZORKU BEHEM VYSOKE NIZKE NIZKE VYSOKE
TRANSPORTU
PROSTOROVE , o ] 5 ]
NAROKY NA VYSOKE NIZKE VYSOKE | STREDNI
ARCHIVACI

Vzhledem ke vSem stanovenym hodnocenym kriteriim, ktera byla zatfazena do tabulky
a ohodnocena, jako nejlepsi biologicky zdroj DNA se vykazuji praseci Stétiny. Kdyz
zohlednime ndro€nost zpracovani prase€ich Stétin v laboratornim procesu, miZeme praseci
Stétiny jako zdroj DNA zafadit do rutinniho procesu (Neary et al. 2014).

Jako dal$i mozny alternativni zdroj DNA v dal§im potadi vychéazi nasélni stér ze sliznice
praseciho rypaku. Tento zpiisob odbéru zdroje DNA pro chovatele neni nijak narocny,
nenarokuje piili§ drahé vybaveni, ani veterinarniho lékafe a zvifeti nijak nenaruSuje jeho
welfare.

Kanci sperma hodnotime také jako dobry zdroj DNA. Vyznamnou roli u zachovani
kvality zdroje sehrava naroCnost odbéru, jeho uchovéavani, a hlavné¢ vyznamné riziko

28



znehodnoceni zdroje béhem piepravy. Pfesto kanc¢i sperma zatazujeme do izola¢niho procesu,
nicmén¢ mimo rutinni rezim izolace v laboratofi. Tedy jako mozny, ndhradni zdroj DNA.

Nesrazlivé zilni krve hodnotime negativné. Zde negativum vyrazng¢ prevysSuje pozitivum.
Odbér krve je narocny proces, kde ve vysledku nemiizete zarucit, Zze béhem ptepravy dojde
zdroj do laboratofe v pofadku a bude z néj moci byt provedena izolace. S ohledem na naro¢nost
odbéru, nebudeme krev udéavat jako mozny zdroj pro vétsi pocet vzorki pro naslednou izolaci
genomické DNA, tedy nebude zatazena do rutinniho procesu laboratofte.

Zdroje DNA jako kanci sperma a krev budou do laboratofe piijimany jako alternativni
zdroj, v mimotadnych ptipadech. Jejich izolace bude mimo rutinni systém laboratote. Tedy
v ¢isté¢ individualnich podminkach a dle mozZnosti postupné zatazovany do procesu SNP
technologie.

5.2 Vysledky izolace prasecich $tétin v manualnim procesu

Vybér prasecich Stétin probchl na zikladé kontroly kvality odebraného vzorku. Tedy
jedna se o kvalitni $tétiny, v dostatecném mnozstvi, s vyraznymi folikuly. Jemné §tétiny bez
viditelnych cibulek nebyly do procesu pustény.

Izolace byla vybrana na bazi predeslych zkuSenosti Sizolaci u skotu, formou tzv.
Kolonek, od firmy Gene All.

Za pomoci spektofotometru NanoDrop 2000 byla nasledné provedena primarni kontrola
kvality izolované DNA.
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Tab. 2 vysledky meéreni prasecich stétin po izolaci na spektofotometru NanoDrop 2000

Cislo vzorku| Metoda izolace | Nucleic Acid 260/280 | 260/230 | nasledny postup/kontrola
KR26/19  |Gene All 1,9 257|GRUB *
KR27/19  |Gene All 2,08 2,23|GRUB *
KR28/19  |Gene All 2,08 2,07|GRUB *
KR29/19  |Gene All 2,09 219

KR30/19  |Gene All 2,03 1,86

KR31/19  |Gene All 2,04 2,05

KR32/19 Gene All 2,07 2,06

KR33/19  |Gene All 2,11 2,13

KR34/19  |Gene All 1,98 16

KR3519  |Gene All 2,07 231|PCR ** 0.k.
KR36/19  |Gene All 2,05 2,57

KR37/19  |Gene All 2,05 2,16

KR38/19  |Gene All 2,09 198

KR39/19  |Gene All 19 1,36|PCR ** 0.k.
KR40/19  |Gene All 2,05 2,19

KR4L/19  |Gene All 199 1,77

KR42/19  |Gene All 2,06 2,09

KR49/19  |Gene All 195  707|PCR** ok,

Poznamka: * - vybrané vzorky odeslany na druhou kontrolu do laboratore v Grubu
** - yybrané vzorky s nizkou koncentraci ¢i cistotou pro kontrolu DNA pres PCR metodu

Aby mohly byt izolaty postoupeny dal do procesu, musi spliiovat podminky dané pro
dalsi proces v SNP technologii. To znamena4, ze izolovana DNA musi spliiovat urc¢itou hodnotu
kvality a Cistoty. Kvalita je stanovena na vSechny DNA extrakty s koncentraci > 50 ng/uL a
Cistotou A260/280 > 1.8 do 2.0.

Z vysledki primarni kontroly kvality DNA vyplyva, Ze izolace praseich S$tétin
s odpovidajici kvalitou, spliuji podminky kvality a Cistoty. N&které az nékolikandsobné nad
limit, jako je tomu u vzorku KR 38/19 kde kvalita DNA ¢ini 338,4 ng/ul.

Od vzorki KR 26/19, KR 27/19 a KR 28/19 byly odeslany alikvoty do laboratofe v Grubu,
Némecko. Divod byl ovéteni a porovnani naSich vysledktt v SNP technologii s vysledky
V jinné laboratofi.

Vzorky KR 35/19, KR 39/19 a KR 49/19 byly kvtli nizké koncetraci DNA a Cistoté
analyzovany pies multiplex PCR metodou. Primarné je tato metoda uréena k STRs
genotypizaci prasat za pouziti panelu Animaltype Pig PCR Amplification Kit (Robino et al.,
2008). Kontroly se provadi u takto spornych vzorkt kvuli pfezkoumavani kvality DNA, zda
neni kontaminovana. PCR metoda je velmi citliva a pokud pies fragmentacni analyzu sporné
izolaty nevykazi pozadované vysledky, nemizeme s nimi déle pracovat.

Z vysledkl vyplyva, ze §tétinové cibulky splituji poZzadavky pro vstup do dal§iho procesu
v SNP technologii.
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5.3 Vysledky izolace nasalnich stérii Vv manualnim procesu

Pro nasalni stéry byla vybrana oblibena stérova sada PG-100 Performagene firmy
DNAgenotek Inc., Ottawa, Canada. U skotu se stal nasalni stér oblibenym zdrojem pro ziskani
vzorku DNA. U prasat tento stér zatim nikdo neprovedl, ale pfedpokladali jsme, ze by se mohl
stat vyhovujicim alternativnim zdrojem k prasecim S$tétindAm a zatazen do rutinniho béhu
laboratofe.

Pro provedeni pilotni studie bylo k dispozici 33 nasalnich stér. Z toho 5 bylo vyfazeno
pro nekvalitni a pfili§ kontaminovany odbér, kde na zékladé zkusenosti u skotu, nemélo vyznam
stérovku dale nechavat v procesu. Dalsi 3 stérovky byly vyfazeny pro absenci roztoku v tubg¢,
ktery je dulezity pro uchovani nabraného vzorku DNA. S roztokem se nadale pracuje a bez néj
nemuzeme izolovanou DNA ziskat.

Tab. 3 Vysledky méreni nasalnich stérii po izolaci na spektofotometru NanoDrop 2000

Cislo vzorku | Metoda izolace | Nucleic Acid | Unit |260/280 | 260/230 | nasledny postup/kontrola
KR1/19 Zavesch 1,08 0,29
KR2/19 avesch 1,06 0,21
KR3/19 Zavesch 1,1 0,24
KR4/19 Zavesch 0,99 0,19
KR5/19 Zavesch 1,13 0,3
KR6/19 Zavesch 1,13 0,31|PCR ** nedplné
KR7/19 Zavesch 1,03 0,2
KR8/19 Zavesch 1,1 0,22|PCR ** slabsi ale komplet
KR9/19 Zavesch 1,03 0,19
KR10/19 Zavesch 1,12 0,23
KR11/19 Zavesch 1,01 0,19
KR12/19 Zavesch 1,07 0,22
KR13/19 Zavesch 1,08 0,25
KR14/19 Zavesch 1,08 0,25
KR15/19 Zavesch | 1,29 0,34|PER-**
KR16/19 Zavesch 1,02 0,19
KR17/19 Zavesch 1,05 0,21{PCR ** 0.k.
KR18/19 Zavesch 1,18 0,32
KR19/19 Zavesch 1,04 0,2
KR20/19 Zavesch 1,07 0,23
KR21/19 Zavesch 1,06 021
KR22/19 Zavesch 1,02 0,19
KR23/19 Zavesch 1,05 0,2
KR24/19 Zavesch 1,05 0,21
KR25/19 avesch 1,03 0,2

Poznamka: ** - vybrané vzorky s nizkou koncentraci ¢i cistotou pro kontrolu DNA pres PCR metodu
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Do izola¢niho procesu bylo vybrano 25 odbérovych sad pro nasalni stéry. Postup izolace
byl v souladu s navrzenym postupem od firmy Performagene sample PG-100 collection kit.

Dle vysledkt primarni kontroly pies spektofotometru NanoDrop 2000 se mize zdat, ze
koncentrace byly namétfené dobré, zcela vyhovujici. Pfihlédneme-li k ukazateli ¢istoty, tam se
hodnoty pohybuji niZe, nez je stanovena pozadovana hranice. Pro pfipomenuti, rozmezi ¢istoty
je A260/280 > 1,8 do 2,0. Pokud je hodnota ¢istoty naméfena nizsi, vykazuje informaci, ze je
vzorek kontaminovany proteiny nebo v izolatu zistaly zbytky extrak¢nich roztoki.

Izolaty vzorklit KR 6/19, KR 8/19, KR 15/19 a KR 17/19 byly s ohledem na jejich
vykazujici hodnoty udé&lany pies multiplex PCR pro prasata. Vzorek KR 6/19 vySel po
sekvenovani netplné. Dalsi vzorky KR 8/19 a KR 17/19 vysly pfes fragmentacni analyzu
uspokojiveé. Posledni vzorek KR 15/19 nebylo mozné pies multiplex PCR stanovit. Tento
vzorek byl z nasledného procesu ihned vyfazen.

Obr. 2 uspésna PCR metoda pro nasalni ster
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Obr. ¢.3 Spatny vysledek PCR metody u nasalniho stéru

Pl Satting: [Micrasateiite Defoukt ~E paees < (mm(mEn ). k -

5.4 Vysledky izolace kanc¢iho spermatu vV manualnim procesu

Pro izolaci DNA z kanc¢iho sperma byla vybrana metoda tzv. silikatové kolonky, kde
DNA je zachycena na kolonce béhem procesu centrifugace lyzatu, nasledné je fixovana DNA
preciSténa a piidanim elu¢niho pufru uvolnéna. Pro tzv. metodu kolonkou byl vybran kit od
firmy GeneAll GENERALL BIOTECHNOLOGY CO., LTD. Konkrétné izola¢ni kit GeneAll
Exgene DNA micro.

Pro izolaci bylo pouZito nativni kanc¢i sperma i mraZzené sperma, uchovavané v mrazicim
boxu pii — 20 °C.

Kan¢i sperma je na rozdil od by¢iho sperma uchovavano ve vétsim objemu. Proces
odbéru vzorku byl zprvu stanoven na vétsi objem a vlivem nastalych skutecnosti pii priabéhu
1zolace se objem postupné snizoval. NejvétsSim problémem pii izolaci kan¢iho sperma byla
pfitomnost velkého mnoZstvi bilkovinové frakce, tedy sekretu pfidatnych pohlavnich Zlaz.
V prubéhu centrifugace dochéazelo k iplnému utésnéni kolonky a nebylo mozné dal pokracovat
Vv procesu. Nebot’ krok ¢isténi DNA na kolonce, kdy reziduum promyvaciho pufru mélo projit
kolonkou do sbérné zkumavky, nebylo mozné kvuli utésnéni kolonky provést. Bylo nutné
bilkovinovou ¢ast eliminovat a nejsnaz§i mozZnosti se nabizelo odebirat mensi mnozstvi
vstupniho zdroje. Tim se dosahlo nizsiho podilu bilkovinové frakce a nastartovani tspésné
izolace.

Tato zkuSenost vedla k mySlence o pokus vyzkousSet jako dal$i mozny zdroj DNA
reziduum spermatu v pouzité tubé po procesu inseminace.
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Tab. 3 Vysledky optimalizace izolace DNA 7 kanéiho spermatu

Priamérna Priamérna Pocet Kontrola

KONCENTRAC | CISTOTA | . . °tt kvality

E DNA 1zolovan%fch DNA
DNA ng/uL A260/280 vzorki PCR_FA
Nativni sperma 500 pl 870.5 0.85 5 negativni
Zmraze“e:lperma 500 521.4 1.02 4 negativni
Nativni sperma 100 pl 374 1.65 5 pozitivni
Zmraze“eusﬁ’erma 100 32.1 174 4 pozitivni
Nativni sperma 25 pLL 154 2.01 5 pozitivni
Zmraze“;]‘i"e"ma 25 18.2 211 4 pozitivni
Vyplz_tchnu?a tu_ba 9.6 2.00 5 pozitivni

po inseminaci

Z vysledkl tabulky vyplyva, ze vhodné zvolenou metodou pro izolaci DNA z kanc¢iho
spermatu je metoda purifikace bunécnych lyzati na tvz. silikadtovych kolonkach. Vyznamnym
pfinosem zjisténi je, ze v laboratofi lze vyuzivat méné nakladové kolonky GeneAll Exgene
DNA.

Zasadnim problémem izola¢ni metody je pfitomnost bilkovinovych frakei z ejakulatu,
které byly eliminovany snizeném mnozstvim odebiraného vstupniho zdroje DNA k izolaci.
BohuZel, timto postupem se pfi sniZzeni vychoziho objemu spermatu zaroveil snizuje absolutni
findlni vytézek DNA. Naopak timto krokem dosahujeme zvySeni Cistoty extraktu. Pro vstupni
zdroj tedy je mozno stanovit za optimalni mnozstvi 25 pl spermatu.

Pro uchovani sperma musime zohlednit i moZnost zmraZeni zdroje. K zmraZeni miize
dojit pfed dodanim do laboratofe, nebo v laboratofi jako moznost uchovani, nez dojde k jeho
pouziti a izolaci. Mrazeni spermatu dle tabulky 3. ovliviluje pozitivné a v nasledné izolaci
nebrani k ziskéani kvalitni DNA.

Genomickou DNA, po zkuSenostech u skotu, miizeme vcelku UspéSn¢ izolovat i
z rezidualniho zGstatku spermatu v tub€ po inseminaci. Samoziejmé plati zasada, Ze tuba nesmi
byt kontaminovana cervikalnim hlenem ani krvi inseminované prasnice. Pfi kontaminaci nelze
stanovit nasladné ani mikrosatelity fragmenta¢ni analyzou ani stanovit SNP.

Kvalitu extraktu DNA, ptipadnou kontaminaci a jeho pouzitelnost k nasledné analyze na
PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina Ize spolehlivé provéfit v STR _FA analyze.

Vsechna zji$téni ohledné izolace kanc¢iho sperma je nutné dale v rdmci projektu, ale 1 pro
budouci analyzy ovétit na veétsi skuping zdroji spermatu. To vSe za predpokladu, ze bude tento
zdroj DNA dale vyzadovan a Caste¢né preferovan.

V soucasné dobé miizeme tento zdroj DNA zafadit mimo rutinni béh laboratofe.
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Do procesu izolace kan¢iho sperma byly zatazeny inseminacni davky v odbérovych
pytlikovych sadach s umélohmotnym vyustkem, zahrani¢ni francouzské firmy Yxia.

Inseminacni davky jsou barvené podle plemene zvifete. K dispozici byly davky: pietrain
— bil¢é fedidlo, landrasa — modré fedidlo, duroc — ¢ervené/rizové tfedidlo, large white — zelené
fedidlo. K dispozici pro testaci bylo 6 inseminacnich davek a jedna reziduélni davka.

Na zacatku izolace bylo dilezité odebrany vzorek promyt promyvacim pufrem. Diivodem
promyvani je zbavit vzorek barevného fedidla tak, aby barva naruSovala prab¢h izolace a
vysledky SNP testace co nejméng.

Pro pozitivni vysledek izolace bylo odebrano 50 pl spermatu. Nésledna izolace probihala
metodou kolonkovou, tedy kitem od firmy GeneAll GENERALL BIOTECHNOLOGY CO.,
LTD. Konkrétn¢ izola¢ni kit GeneAll Exgene DNA micro.

Dle tabulky ¢. 4 I1ze konstatovat, zZe izolace kolonkovou metodou probé&hla uspésné a kanci
sperma s barevnym fedidlem miZeme postoupit k SNP testaci. Hodnoty Eistoty jsou v potadku
a koncentrace jsou vyhovujici. Vzorky KR 104/20 a 105/20 maji druhou hodnotu Cistoty horsi,
ale pfesto budou zatazeny do dal$iho procesu testace. Vzorek KR 105/20 je rezidudlni zdroj,
kde k ziskani alikvotu se pfistupovalo promyvanim a odsavanim piimo z odbérové sady.
Vysledek koncentrace DNA a Cistoty rezidualu je akceptovatelny.

Tabulka ¢.4 Vysledky optimalizace izolace DNA z barveného kanciho spermatu

Sample ID Nucleic Acid 260/280 |260/230

KR99/20 SPERMA GALL 2,93
KR100/20 SPERMA GALL 2,62
KR101/20 SPERMA GALL 247
KR102/20 SPERMA GALL 2,33
KR103/20 SPERMA GALL 2,96
KR104/20 SPERMA GALL 5,06
KR105/20 SPERMA GALL rezidual (B 11,7 337

5.5 Vysledky izolace zmraZené genomické krve Vv manuialnim procesu

V ramci projektu byla provéfena moznost izolovat z archivnich zdroji DNA. Do pilotni
studie byla zafazena mald skupina archivnich vzorkd. Jsou to vzorky nesrazlivé krve
uchovavany v laboratofi iGenetiky v mrazicim boxu pfi -20 °C minimalné 1, nejdéle 3 roky.

Celkovy pocet vzorki byl stanoven na 12 s ohledem na vysoké naklady izolace.

DNA z mrazené krve byla izolovana izola¢nim kitem GeneAll Exgene DNA micro od
firmy GENERALL BIOTECHNOLOGY CO., LTD. Tento kit dle zkuSenosti z ptedeslych
1zola¢nich postupt vyhovuje pro forenzni, archivni a degradované krevni zdroje vzorkd.

Do skupiny byly vybrany ndhodné vzorky, rizné vizudlni kvality. Archivni skupiny byly
zroku 2016, 2017 a 2018 a byly vybrany 4 vzorky zmrazené krve. Vybér byl dle vizualni
kontroly, kdy se vzorky jevily jako vysoce kvalitni pfed jejich archivaci. Z této fady byly
vybréany 2 vzorky. Dalsi 2 vzorky byly vybrany na zaklad¢ vizualni a senzorické kontroly, kdy
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se predpokladalo, ze kvalita vzorku pted archivaci byla nizsi. Vysledky jsou uvedeny v tabulce

¢.5

Tabulka ¢.5 Vysledky studie izolace DNA archivnich zdrojii zmraZend nesrazliva krev

Prumérna Priumérna Pocet Kontrola
KONCENTRAC | CISTOTA | . O | kvality
E DNA 120 OVall(lz’C DNA

DNA ng/uL A260/280 vzorkd PCR_FA

Kvalitni krve 2018 97.5 1.85 2 pozitivni
Nekvalitni krve 2018 7.4 1.02 2 negativni
Kvalitni krve 2017 49.4 1.90 2 pozitivni
Nekvalitni krve 2017 2.1 0.74 2 negativni
Kvalitni krve 2016 29.9 2.01 2 pozitivni
Nekvalitni krve 2016 1.2 nemcéfitelny 2 negativni

Obr. ¢.4 pozitivni vysledek PCR metody u zmrazené krve
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Vysledky moznosti izolace archivniho zdroje DNA, tedy mrazené krve jsou nasledujici.
Pokud zvolime vhodnou metodu izolace, v naSem piipadé GeneAll Exgene DNA micro,
ziskdme uspokojivy vytéZzek genomické DNA. Koncentrace i Cistota, kterd je nasledné

narokovana pro aplikaci na ¢ipy je uspokojiva.
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Zmrazeni krve a jeji délka uchovéavani pti -20 °C nema vliv na uspésné provedeni izolace.
Je mozné pravdépodobnost klesani absolutniho vytézku, coz je nutné jesté dale provéfit na vice
vzorcich.

Kvalitu ziskané DNA lze provéfit metodou ELFO v agarozovém gelu a STR FA
analyzou. Tato metoda je vysoce spolehliva, méné fina¢né naro¢na.

Veskera zjisténi v ramci archivnich zdroji je nutno dale provéfit na vétSsim poctu
archivnich zdroju, starSich 3 let. Dale pokraCovat ve zpracovavani archivnich zdroju, pokud
budou nadale k dispozici.

5.6 Vybér metod izolace genomické DNA z vybranych zdroji

Na zaklad¢ jiz zminénych dostupnych izola¢nich metod pro rutinni provoz laboratote,
byly metody hodnoceny z hlediska nasledujicich kriterii:

- Pracnost — pozadavky na pracovni silu

- Casova naroénost — doba trvani procesu izolace

- Finan¢ni nédklady — mnozstvi potfebného spotiebniho plastu, ndkup komercnich
izola¢nich kitl, ndkupni cena nezbytnych chemikalii

- Robotizace — moznost piizpsobit maualni protokol izola¢ni metody pro roboty
TECAN EVO Freedom

- Kvalita izolatu — hodnoceni izolatu DNA z hlediska ¢istoty, koncentrace a absolutniho
vytézku izolatu

Tabulka ¢.6: Hodnoceni kritérii vhodnosti metod izolace DNA v provozu rutinni laboratore

METODA | METODA | METODA |  MCTODA
PRECIPITACNI | CHELEX | KOLONKY KULICKY

PRACNOST vysoka nizka stfedni stiedni

CASOVA , - S S

NAROCNOST vysoka nizka stiedni stfedni

FINANCNI .y . . o

NAKLADY nizké sttedni vysoké sttedni

KVALITA . Y , ,

1ZOLATU vysoka stiedni vysoka vysoka
ROBOTIZACE NE NE NE ANO

hodnoceno vzajemnym srovnanim metodik, 3 relativni stupné: vysoky — stiedni — nizky, nebo ANO — NE

Na zaklad¢ proveden¢ho hodnoceni vhodnosti izola¢nich metod v rutinnim procesu lze
konstatovat, Ze jako nejvhodnéjsi metoda se jevi purifikace bunénych lyzath na magnetickych
kulickach. Tato izolace je rozumny kompromis s ohledem na vynalozené naklady pro provedeni
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celého procesu izolace, dale i spolehlivost metody produkovat DNA izolaty v pozadované
kvalité¢ a kvantité. Vyrazné pozitivum této metody je moznost pfechodu na roboticky proces.

Naopak nejméné vyhovujici metodou je precipitacni metoda.

Dalsi hodnocené metody, tedy Chelex a kolonkova metoda nelze zcela vyloucit. OvSem
ani doporucit. Obé metody a jejich moznost vyuziti v izolaci genomické DNA prasat bude nutné
posoudit v souvislosti s navrhovanymi biologickymi zdroji a jejich moZnosti je kombinovat
Vv prib¢hu izolacnich procesu.

V navaznosti na vybrané pouzitelné izola¢ni metody DNA byla posouzena vhodnost
jejich vyuziti v laboratornim procesu V ramci vybranych biologickych zdrojit DNA prasat.
Posuzovany byly praseci stétinové cibulky, nasélni stéry, nesrazliva krev, sperma a rezidualni,
archivni, nestandardni zdroje DNA.

Tabulka ¢.7: Hodnoceni vhodnosti metod izolace DNA ve vztahu K jednotlivym zdrojiim

METODA | METODA | METODA | MZTODA
PRECIPITACNI | CHELEX | KOLONKY KULICKY
STETINOVE
CIBULKY NE NE ANO ANO
NASALNI STERY NE ANO +/- ANO
NESRAZLIVA
KREV ANO +/- ANO ANO
SPERMA ANO +/- ANO ANO
REZIDUALNI,
ARCHIVNI,
NESTANDARDNI NE NE ANO +-
ZDROJE

Zpusob hodnoceni: ANO — vhodna, NE — nevhodnd, +/- castecné pouzitelna

Z celkového hodnoceni vhodnosti vybranych biologickych zdroja, vhodnych k odbéru
pro ucel izolace genomické DNA prasat, jejich kombinovatelnosti S moznymi izolacnimi
metodami, se jako nejvhodnéjsi biologicky zdroj ukazuji Stétinové cibulky. Do hodnoceni
biologického zdroje byla promitana i provozni a ekonomicka hlediska.

Dal8i mozna alternativa biologického zdroje DNA prasat budou zatazeny do robotického
procesu nasalni stéry. U nasalnich stérti zohleditujeme jednoduchost odbéru u chovatele a nizké
naklady na naslednou izolacni metodu.

Stanovené zdroje kanci sperma, nesrazliva krev a rezidualni, archivni, nestandartni zdroje
budou zapojeny do procesu Vv ptipad€, Ze nebude jind moznost odebrani standartniho zdroje
DNA. Tyto odbéry jsou vSak vyfazeny z rutinniho procesu laboratofe, zpracovany budou
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individualn¢, vhodné zvolenou metodou izolace, dostupnou Vv laboratofi. Poté budou dle
moznosti zakomponovany do dal§iho robotického procesu.

5.7 Vysledky prvni aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina

K provedeni prvni aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina byly vybrany
izolaty skladajici se z 5x nasdlni stér, 1x genomicka krev zmrazend, 18x praseci Stétiny.

Tab. ¢. 8 seznam vybranych izolatii pro prvni aplikaci na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina
se stanovenou kvalitou/koncentraci a c¢istotou DNA

Sample 1D Nucleic Acid |Unit 260/280 (260/230

KR1/19 PRASE NASAL I 148|ng/ul 1,08 0,29|
KR7/19 PRASE NASAL ] 71,7 |ng/ul 1,03 0,2
KR9/19 PRASE NASAL N 64,9|ng/ul 1,03 0,19|
KR16/19 PRASE NASAL ] 64,5|ng/ul 1,02 0,19}
KR18/19 PRASE NASAL I 1,18 0,32

Vybér izolované DNA byl na zdkladé preferovanych zdroji, které vysly nejlépe
v priibéhu izolaci, dale dle koncentrace. Pro stanoveni, jaké jsou moznosti k ziskani hodnot
z ¢ipu, byly zafazeny vzorky s nizkou koncentraci — KR 49/19 a naopak s vysokou koncentraci
KR 33/19, KR 38/19. Pro budouci moznost vyuziti zdroji ze zmrazenych zasob genomickych
krvi byla vybrana nejstar$i uchovana krev v laboratoti — P 16/15.
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Aplikace izolované DNA prob¢hla v ramci robotického procesu nastaveného na Illumina
LIHA TECAN. K dispozici byl ¢ip s identifikaénim ¢islem: 203225160002, s 24 pozicemi pro
aplikaci DNA.

Vysledné snimani PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina probéhlo ve ¢tecce Cipu iScan
a hodnoceni v programu GenomeStudio.

Hodnoceni vysledka je na zéklad¢ tzv. Call rate, kdy nejlepsi vysledek je hodnocen
hodnotou 0,99. V podstaté mizeme fici, ze vzorek byl precten z 99 %. Pokud hodnota call rate
Klesa, znamena to, ze vzorek neni v potadku a s¢itaji se mu chybné nac¢tené SNP. Jako limitni
koncentrace pro aplikaci na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina byla stanovena hodnota > 9.5
ng/uL a A260/28 0> 1.8.

Tab. ¢ 9 vysledky z prvni aplikace na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina a stanovené call
rate

DNA Report on D:\iScan_data\chip_porc_203225160002\chip_porc_203225160002_DNAReport.csv
Row DNA_Name #No_Calis [#Calls Call_Rate
1|KR1900001 5444 53875(0.9082 nasal
2|KR1900007 1382 57937(0.9767 nasal
3|KR1900009 4183 55136|0.9295 nasal
4[KR1900016 21495] 37824 |0ICSIONN nasal |
5/KR1900018 1349 57970(0.9773 nasal
6/KR1900026 333 58986|0.9944 Stétiny CZU
7|KR1900027 382 5893710.9936 Stétiny CZU
8|KR1900028 356 58963(0.994 Stétiny CZU
9|KR1900029 283 59036(0.9952 Stétiny
10|KR1900030 219 59100{0.9963 Stétiny
11|KR1900031 216 59103]0.9964 Stétiny
12|KR1900032 221 59098|0.9963 Stétiny
13|KR1900033 179 59140(0.997 Stétiny
14| KR1900034 239 59080]0.996 Stétiny
15|KR1900035 228 59091(0.9962 Stétiny
16|KR1900036 299 59020(0.995 Stétiny
17|KR1900037 292 59027(0.9951 Stétiny
18|KR1900038 243 59076|0.9959 Stétiny
19|KR1900039 324 58995|0.9945 Stétiny
20|KR1900040 244 59075|0.9959 Stétiny
21({KR1900041 274 59045]0.9954 Stétiny
22|KR1900042 202 59117(0.9966 Stétiny
23|KR1900049 467 58852(0.9921 Stétiny
241P 1500016 228 5909110.9962 gen.krev

Z prvnich vysledkt aplikace DNA na ¢ip vyplyva, ze favorizované zdroje pro odbér DNA
— nasalni stery pro aplikaci na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina jsou zcela nevyhovujici.
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Pro dalsi procesy V izolaci a aplikaci na Cipy se jiz nebudou pouzivat a nebudou chovatelim
poskytovana jako alternativa odbéru vzorku ke §tétinovym cibulkam.

Odbéry stétinovych cibulek jsou dle ,,call rate” zcela vyhovujici, a tedy do budoucna
budou pro industry systém v laboratoii podporovany.

Rozhodujici vliv na Gspé$nou analyzu DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina,
ktera se vyjadiuje call rate, ma Cistota izolatu DNA (Ratio absorbance A260/280). Nikoli vSak
absolutni vytézek izolace (ng/puL). Velmi dilezité je zachovani neporuseného DNA extraktu.

Relativné nizka koncentrace izolatu DNA pii souCasném zachovani vysoké Cistoty
a pfiméfené integrity DNA izolatu nema negativni vliv na vysledny call rate.

5.8 Vysledky celého robotického procesu na PorcineSNP60 v2 BeadChip
IHlumina

Pro celkové zhodnoceni procesu robotizace, jednak v izolaénim procesu a dale
PreAmplifika¢ni a PostAmplifika¢ni ¢asti, je nutné provést izolaci v celé pIné deep well plate
desticce a vV plném poctu 4 Cipa. V dalsim béhu byly vybrany rozmanitéjsi zdroje DNA.

Prvni skupinou $tétiny izolované na TECAN EVO Freedom, druha skupina byly §tétiny
izolované na HAMILTON Firefly NIMBUS 96, tieti skupina byly izolaty krve a §tétin zaslané
od MZLU v Brn¢. Patou casti do PreAmplifikaéniho procesu byla vybrana kan¢i sperma

a posledni skupinou mrazené izolaty krve ze zdroju laboratote iGenetiky.

5.8.1 lzolace DNA na robotu TECAN EVO Freedom

Pro izolaéni proces na robotu TECAN EVO Freedom bylo vybrano 47 vzorki stétinovych
cibulek. Vybér probéhl na zakladé kvality odebranych $tétin, kde uz se soustfedilo pouze na
nejkvalitngj§i odbéry, ale do procesu byly pustény i stétiny horsiho stavu. Spinavé, slabé, §patné
uloZzené v odbérvé sadé (tj. folikuly nalepené do lepici Casti), obarvené od znaCici barvy.
Vysledky izolace byly zkontrolovany na spektofotometru NanoDrop 2000 od firmy
ThermoScientific.
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Tab. ¢ 10 vysledky z kontroly kvality a cistoty DNA v izolacnim procesu na TECAN EVO
Freedom

Sample 1D Nucleic Acid [Unit 260/280 |260/230

KR44/19 PRASE ST TECAN A1 Y 194|ng/ul 2,09 1,99
KR45/19 PRASE ST TECAN B1 N 90,9|ng/ul 2,03 1,89
KR47/19 PRASE ST TECAN Cl N 88,3|ng/ul 2,05 1,87
KR50/19 PRASE ST TECAN DI I 1395|ng/ul 2,04 1,94
KR51/19 PRASE ST TECAN El ] 60,1|ng/ul 2,08 1,88
KR52/19 PRASE ST TECAN F1 i 339|ng/ul 2 1,77
KR53/19 PRASE ST TECAN Gl . 3686|ngul 2,08 2,09
KR55/19 PRASE ST TECAN HI I 79,9|ng/ul 2,06 1,95
KR56/19 PRASE ST TECAN A2 | 25,8|ng/ul 2 16
KR58/19 PRASE ST TECAN B2 o 1506|ng/ul 2,04 1,91
KR69/19 PRASE ST TECAN E2 ] 104,6|ng/ul 1,99 1,68
KR73/19 PRASE ST TECAN H2 ] 32,6|ng/ul 1,94 1,51
KR83/19 PRASE ST TECAN C3 | 3989|ng/ul 2,02 2,05
KR87/19 PRASE ST TECAN E3 I 1348|ng/ul 2,05 1,97
KR93/19 PRASE ST TECAN B4 i 27,8|ng/ul 2,05 1,64
KR95/19 PRASE ST TECAN D4 I 181.8|ng/ul 2,03 1,87
KR100/19 PRASE ST TECAN A5 [0 35,9|ng/ul 2,01 1,77
KR104/19 PRASE ST TECAN E5 i 50| ng/ul 1,95 1,83
KR125/19 PRASE ST TECAN F5 ] 86,5|ng/ul 2,02 1,79
KR128/19 PRASE ST TECAN A6 ] 118,3[ng/wl 2,01 1,88
KR132/19 PRASE ST TECAN E6 N 103,1|ng/pl 2,02 1,79
KR133/19 PRASE ST TECAN F6 i 33,7|ng/ul 1,97 1,81
KR134/19 PRASE ST TECAN G6 | 38,7|ng/ul 1,45 1,74

Z vysledkli méteni koncentrace a kvality izolované DNA vyplyva, Ze vSechny izolaty
jsou vhodné k zatazeni do PreAmplifikacniho procesu a déle k aplikaci na Cipy.

Vzorky izolované DNA KR 53/19 a KR 83/19 vykazuji vét$i hodnotu koncentrace DNA,
a proto na n¢ byl v pribéhu hodnoceni na iScanu bran vétsi ohled. Stejny postup byl u vzorku
s nejmensi namétenou koncentraci DNA KR 98/19.

5.8.2 Izolace DNA na robotickém izolatoru HAMILTON Firefly NIMBUS 96

Z divodu zavedeni do procesu nového robotického izolatoru HAMILTON Firefly
Nimbus 96 bylo nutné provést izolaci i na ném. Robot se kvili své nesporné vyhodé provést
izolaci v krat$im Case, stane hlavni slozkou, pies kterou budou probihat veskeré izolace.
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Pro izolaci bylo vybrano 24 vzorkl ze Stétinovych cibulek. Opét byly vybrany Stétiny
rozdilné kvality jako u izolace u TECANU. Vysledky izolace byly zkontrolovany na
spektofotometru NanoDrop 2000 od firmy ThermoScientific.

Tab. ¢. 11 vysledky z kontroly kvality a cistoty DNA v izolacnim procesu HAMILTON Firefly
NIMBUS 96

Sample ID Nucleic Acid  [Unit 260/280 |260/230
KR78/19 PRASE NIMBUS [l 184.6(ng/pl 1,82 1,23
KR79/19 PRASE NIMBUS [l 2283|ng/ul 1,96 1,69

KR80/19 PRASE NIMBUS [0 ng/ul 1,92 1,56
KR81/19 PRASE NIMBUS [ ng/pl 1,9 1,64
KR82/19 PRASE NIMBUS [ 108,7|ng/pl 1,84 1,32

KR85/19 PRASE NIMBUS | 560,22 2,02 2
KR86/19 PRASE NIMBUS [ 97,8|ng/ul 1,96 1,89
KR89/19 PRASE NIMBUS ¥ 68,3|ng/ul 1,92 1,69
KR43/19 PRASE NIMBUS [l 200,2|ng/ul 2,01 1,87
KR46/19 PRASE NIMBUS |8 83,8|ng/ul 1,74 0,91

KR48/19 PRASE NIMBUS |[I 90,9 19 1,32

KR57/19 PRASE NIMBUS [

KR59/19 PRASE NIMBUS [0 1437 |ng/pl 2 19|
KR60/19 PRASE NIMBUS [ 164,6|ng/pl 1,88 1,24
KR62/19 PRASE NIMBUS [ 48,7 ng/ul 2,01 1,66
KR63/19 PRASE NIMBUS [ 109,3[ng/pl 1,9 1,62
KR64/19 PRASE NIMBUS [ 65,1|ng/ul 1,97 1,71
KR65/19 PRASE NIMBUS [ 98,8|ng/ul 1,87 1,36
KR66/19 PRASE NIMBUS (¥ 65,8|ng/pl 1,93 1,51
KR68/19 PRASE NIMBUS [0 103,5(ng/ul 1,83 1,33
KR71/19 PRASE NIMBUS [l 49,4|ng/ul 1,96 1,77
KR74/19 PRASE NIMBUS [0 128,4{ng/ul 1,88 1,77
KR76/19 PRASE NIMBUS [ 91,5|ng/ul 1,99 1,69|

Z vysledkli naméfené koncentrace a kvality DNA vyplyva, Ze izolace S§tétin na
robotickém izolatoru probéhla v poradku. Namétené koncentrace DNA jsou vyhovujici a neni
potieba izolaty nijak dale provétovat pfes PCR metodu.

z celé skupiny ma KR 54/19 — pfesto je koncentrace zcela vyhovujici. VSechny izolaty mohou
jit do dal§iho procesu Pre a PostAmplifikac¢niho.
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5.8.3 Vysledky aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina

K izolatam $tétin z Tecan Evo Freedom a HAMILTON Firefly Nimbus 96 byly doplnény
izolaty kanciho sperma, izolat zmrazené krve a izolaty krve a $tétin od MZLU v Brné.

Kan¢i sperma bylo izolovano tzv. kolonkovou metodou, bez naroku dostat jej do
rutinniho béhu laboratofte.

Izolaty krve a $tétin poskytnuté MZLU v Brné€ byly pfeméfené pro stanoveni kvality a
koncentrace DNA pro budouci hodnoceni v ramci vyslednych call rate.

Zmrazené izolaty krve byly vybrany: nejstarsi izolat krve uchovévany v laboratofi
iIGenetiky z r. 2018 a dale izolaty krve prasete délané v prib&éhu roku 2019 pii bézném piijmu
vzorkl v laboratofi.

Tab. ¢. 12 vysledky z kontroly kvality a cistoty DNA kanciho spermatu, izolaty krve a Stétin
Z MZLU v Brné a zmrazené izolaty krve z laboratore iGenetika

Sample ID Unit  [260/280 {260/230 | dofedéno|poznamka
KR105/19 1ZOLAT BRNO!/krev ng/ul 193 34
KR106/19 1ZOLAT BRNO2krev ng/ul 192 32 1o
KR107/19 1ZOLAT BRNO3/krev 182 28] 15
KR108/19 IZOLAT BRNO4/krev ngll 19| 253 15l
KR109/19 IZOLAT BRNOS/krev ng/ul 193] 34| 104
KR110/19 1ZOLAT BRNOG/krev 99|ng/ul 197 39 1ol
KR111/19 IZOLAT BRNO7/krev 694|ng/ul 19 614
KR112/19 IZOLAT BRNOS/krev [l 895(ng/ul 194 364
KR113/19 IZOLAT BRNOY/krev ng/ul 1940 393
KR114/19 IZOLAT BRNO1(0/krev ng/yl 193 288 154
KR115/19 IZOLAT BRNO!I4tstny| 1663 205| 326

KR118/19 1ZOLAT BRNO14/ttiny| 263

KRL19/19 IZOLAT BRNO15/3tétiny| S 36{ng/ul 203 -8305
KR120119 IZOLAT BRNOI6Atstiny|  121,2{ng/pd 19 33 104
KR121/19 IZOLAT BRNO17/tétiny| 28,1 ng/yl 223 249
KR122/19 1ZOLAT BRNO18tétiny |l 227|ngl 200 1%

KR123/19 IZOLAT BRNO19/3tstiny|i £3[ng/pl 19 739
KR124/19 [ZOLAT BRNO20Atstiy [l 602

KRI37/19 kanisperma 022(2) |
KR 138/19 PRASE(PL/18) KREV [
KR139/19 PRASE(P7/19) KREV  |I

819
93[ngid 107 0%
56,2|ngud 093 028

prepipetovand kolonka
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Izolaty poskytnut¢é MZLU v Brné, které dosahovaly koncentrace vyssi nebo se rovnaly
100 ng/ul, byly nafedény Elu¢nim pufrem. Dlvodem fedéni je nezndmy postup izolace
laboratofe, a tedy nejistota, zda vzorek s takovou koncentraci bude akceptovan v pribehu Cteni
na iScanu a nenastane chyba v podobé nepieéteni vzorku.

Kanci sperma bylo zafazené z jednoho zdroje 2x — KR 135/19 a KR 136/19. Divodem
byly nastalé potize béhem izolace ptes kolonkovou metodu (viz. 5.4 Vysledky izolace kanciho
spermatu), kdy se kolonka béhem prvniho pokusu izolace ucpala a pii druhém pokusu byl
odstfedény extrakt prepipetovan na jinou kolonku a dale zpracovan dle daného izola¢nho
postupu.

Vysledné koncentrace a kvalita DNA byly vyhovujici pro aplikaci na PorcineSNP60 v2
BeadChips Illumina.

Do procesu PreAmplifika¢niho a dale PostAmplifika¢niho, loadingu vzorkt na Cipy bylo
zaevidovano 96 vzorkl, coz znamend, Ze ve vysledku byly k dispozici 4 Cipy.

Vysledky musime rozdélit do 4 tabulek podle ¢isla ¢ipu a vytvoifeného SampleSheet:

Tab. ¢. 13 vysledky aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip lllumina a stanovené call
rate — cip 203734380001

DNA Report on D:\iScan_data\prasechip_203734380001\prasechip_203734380001_DNAReport.csv
Row DNA_Name #No_Calls #Calls Call_Rate
1|KR1900044 440 58879|0.9926 Stétiny
2|KR1900045 575 58744(0.9903 Stétiny
3|KR1900047 602 58717{0.9899 Stétiny
4{KR1900050 537 58782(0.9909 Stétiny
5[/KR1900051 577 58742(0.9903 Stétiny
6/|KR1900052 418 58901(0.993 Stétiny
7|KR1900053 500 58819]0.9916 Stétiny
8|[KR1900055 6885 52434 | IGO0 s tiny |
9|KR1900056 622 5869710.9895 Stétiny
10{KR1900058 519 58800{0.9913 Stétiny
11|{KR1900061 577 58742(0.9903 Stétiny
12|KR1900067 594 58725]0.99 Stétiny
13|KR1900069 600 58719(0.9899 Stétiny
14|KR1900070 569 58750{0.9904 Stétiny
15|KR1900072 587 58732(0.9901 Stétiny
16|KR1900073 667 58652(0.9888 Stétiny
17|KR1900075 595 58724(0.99 Stétiny
18|KR1900077 445 58874(0.9925 Stétiny
19|KR1900083 578 58741(0.9903 Stétiny
20/{KR1900084 615 5870410.9896 Stétiny
21|KR1900087 526 58793|0.9911 Stétiny
22|KR1900088 595 5872410.99 Stétiny
23|KR1900090 537 58782(0.9909 Stétiny
24| KR1900091 586 58733/0.9901 Stétiny
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Z vysledkti prvniho ¢ipu ,,001“ miizeme vycist, Zze aplikace DNA a jeji hodnoceni
Vv GenomeStudio prob¢hlo tspésne. Vzorek KR 55/19 doséhl call rate pouhych 0,88. Pokud
zkontrolujeme nametenou kvalitu a koncetraci DNA daného vzorku, kterd je 79,9 ng/ul,
muzeme konstatovat, Ze chyba ve vyhodnoceni je ndhodné/biologicka a vzorek v dalsim b&hu
¢ipu zaradime zpatky do procesu.

Tab. ¢. 14 vysledky aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina a stanovené call
rate — cip 203203010002

DNA Report on D:\iScan_data\prasechip_203203010002\prasechip_203203010002_DNAReport.csv
Row DNA_Name #No_Calls |#Calls Call_Rate
1|KR1900092 456 58863|0.9923 Stétiny
2|KR1900093 559 58760]0.9906 Stétiny
3[KR1900094 532 58787]0.991 Stétiny
4/KR1900095 444 58875|0.9925 Stétiny
5[KR1900096 585 58734(0.9901 Stétiny
6/|KR1900097 504 58815|0.9915 Stétiny
7|KR1900098 549 58770]0.9907 Stétiny
8|KR1900099 545 58774]0.9908 Stétiny
9|KR1900100 537 58782|0.9909 Stétiny
10|KR1900101 531 58788]0.991 Stétiny
11|KR1900102 561 58758]0.9905 Stétiny
12|KR1900103 434 58885|0.9927 Stétiny
13|KR1900104 509 58810|0.9914 Stétiny
14|KR1900125 477 58842]0.992 Stétiny
15|KR1900126 502 58817|0.9915 Stétiny
16|KR1900127 521 58798(0.9912 Stétiny
17|KR1900128 452 58867]0.9924 Stétiny
18|KR1900129 486 58833]0.9918 Stétiny
19|KR1900130 498 58821|0.9916 Stétiny
20|KR1900131 497 58822|0.9916 Stétiny
21|KR1900132 446 58873]0.9925 Stétiny
22|KR1900133 481 58838|0.9919 Stétiny
23|KR1900134 510 58809|0.9914 Stétiny
24|KR1900135 541 58778]0.9909 kanci sperma

Druhy vyhodnoceny cip ,,002“ vykazal naprosto vyhovujci hodnoty pro pozitivni
uzavieni této sady vzorkd. Jedna se o vzorky $tétinovych cibulek izolované na TECAN EVO
Freedom.

Kanc¢i sperma, které bylo izolovano z mensiho vstupniho objemu 50 pl, a ktery vykazoval
nizkou koncetraci DNA 13,4 ng/ul ma hodnoty Call rate 0,9909 a pocty neptectenych 541 SNP,
coz je vyborny vysledek.
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Tab. ¢. 15 vysledky aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina a stanovené call
rate — ¢ip 203225160003

DNA Report on D:\iScan_data\prasechip_203225160003\prasechip_203225160003_DNAReport.csv
Row DNA_Name #No_Calls #Calls Call Rate
1|KR1900078 422 5889710.9929 Stétiny
2|KR1900079 454 58865(0.9923 Stétiny
3|KR1900080 424 58895(0.9929 Stétiny
4|KR1900081 370 58949(0.9938 Stétiny
5|KR1900082 317 59002(0.9947 Stétiny
6| KR1900085 286 59033(0.9952 Stétiny
7|KR1900086 479 58840(0.9919 Stétiny
8|KR1900089 522 58797(0.9912 Stétiny
9|KR1900043 396 58923(0.9933 Stétiny
10|KR1900046 424 58895]0.9929 Stétiny
11|KR1900048 355 58964(0.994 Stétiny
12|KR1900054 475 58844(0.992 Stétiny
13|KR1900057 542 58777{0.9909 Stétiny
14|KR1900059 447 58872(0.9925 Stétiny
15|KR1900060 510 58809(0.9914 Stétiny
16|KR1900062 500 58819(0.9916 Stétiny
17|KR1900063 394 58925(0.9934 Stétiny
18|KR 1900064 411 5890810.9931 Stétiny
19|KR 1900065 544 58775{0.9908 Stétiny
20{KR1900066 436 58883(0.9926 Stétiny
21|KR1900068 452 58867(0.9924 Stétiny
22|KR1900071 448 58871(0.9924 Stétiny
23|KR1900074 424 58895(0.9929 Stétiny
24|KR1900076 788 58531(0.9867 Stétiny

Cip ,,003“ a jeho hodnoceni prob&hlo opét v pofadku. V této sadé vzorki se jedna o
izolaty, které byly izolovany na druhém robotu HAMILTON Firefly Nimbus 96. Z vysledki
vyplyva, ze Nimbus je pro SNP hodnoceni téz vyhovujicim robotem.
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Posledni 4. ¢ip se skladd z kanciho spermatu, krvi a izolath krve a $tétin. Jelikoz se
nejedna o vzorky, které by mély v budoucnu laboratoii iGenetika prochézet v rutinnim béhu,
musely se izolaty ru¢né aplikovat v priub&hu procesu PreAmplifika¢niho.

Tab. ¢. 16 vysledky aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina a stanovené call
rate — ¢ip 203734380010

DNA Report on D:\iScan_data\chip_203734380010\chip_203734380010_DNAReport.csv
Row DNA_Name #No_Calls |#Calls Call_Rate
1{KR1900136 523 58796|0.9912 kanc¢i sperma
2|KR1900137 560 58759|0.9906 kanc¢i sperma
3(KR1900138 5452 53867 |CIOUGIN ke
4/KR1900139 584 58735|0.9902 krev
5|KR1900105 559 58760(0.9906 izolat krev Brno
6/|KR1900106 528 5879110.9911 izolat krev Brno
7|KR1900107 529 5879010.9911 izolat krev Brno
8|KR1900108 652 586670.989 izolat krev Brno
9|KR1900109 566 5875310.9905 izolat krev Brno
10|KR1900110 555 587640.9906 izolat krev Brno
11|KR1900111 542 5877710.9909 izolat krev Brno
12|KR1900112 392 5892710.9934 izolat krev Brno
13|KR1900113 489 58830]0.9918 izolat krev Brno
14|KR1900114 531 5878810.991 izolat krev Brno
15|KR1900115 696 58623|0.9883 izolat Stétiny Brno
16|KR1900116 795 58524|0.9866 izolat Stétiny Brno
17][KR1900117 2669 56650 OSBRI 0l Stctiny Brno
18|KR1900118 998 58321|0.9832 izolat Stétiny Brno
19|KR1900119 1429 5789010.9759 izolat Stétiny Brno
20({KR1900120 571 5874810.9904 izolat Stétiny Brno
21|KR1900121 756 585630.9873 izolat Stétiny Brno
22|KR1900122 687 58632|0.9884 izolat Stétiny Brno
23|KR1900123 821 58498/0.9862 izolat §tétiny Brno
24|KR1900124 734 58585/0.9876 izolat $tétiny Brno

Vyborny vysledek kanciho spermatu ukazuje na dal$i moznou nizkou hranici koncentrace
izolované DNA pii aplikaci na ¢ipy. Rozhodujici vliv na GspéSnou analyzu DNA spermatu na
PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina, ma ¢istota izolatu DNA (A260/280). Tedy nikoliv
absolutni vytézek izolace (ng/ul). Pokud je relativné nizk4 koncentrace izolované DNA, avSak
je zachovana vysoka Cistota, nema to negativni vliv na kone¢ny vysledek call rate a ptipadnou
negaci vysledku v podobé& neptecteni vzorku na Cipu.
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Krev KR 138/19 byla nejstar§im uchovavanym zmrazenym izolatem v iGenetice, pod
puvodnim c¢ilem P1/18. Koncentrace DNA byla vyhovujici 93 ng/ul, ziejmé nevyhovovala
kvalita Cistoty izolatu.

V roce 2020 prob¢hla uspé$na izolace kanciho sperma, dodaného do laboratofe
v odbérovych sadach francouzské firmy Yxia. Davky byly uchovavané s barevnym fedidlem.

Na zéklad¢ kladnych vysledkt izolace DNA byly vzorky postoupeny dale k SNP testaci,
kde se ocekdvalo, zda barevnost inseminacnich davek néjak ovlivni kone¢ny vysledek a
nenarusi prub&h c¢teni Cipd v iScan. Ztabulky ¢. 17 muzeme vycist, Ze barevny stav
inseminaénich davek nijak neovlivnil pribéh testace a mize do laboratofe pfijimat i takové
zdroje DNA. Call rate u vSech kancich spermat se pohybuji na hodnoté 0,99.

Tab. ¢. 17 vybrané vysledky aplikace DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina a stanovené
call rate — ¢ip 203734380020, barvené kanci sperma

DNA Report on D:\iScan_data\chip_203734380020\chip 203734380020 DNAReport.csv

Row DNA_Name #No_Calls |#Calls Call Rate
18|2000099KR 363 58956(0.9939 kan¢i sperma
19(2000100KR 359 58960(0.9939 kan¢i sperma
20{2000101KR 389 58930(0.9934 kan¢i sperma
21|2000102KR 415 58904|0.993 kan¢i sperma
22(2000103KR 402 58917|0.9932 kan¢i sperma
23|2000104KR 403 58916(0.9932 kan¢i sperma
2412000105KR 360 5895910.9939 kan¢i sperma rezidua
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6 Diskuze
6.1 Pilotni studie, pouZziti 1. ¢ipu

Stétinové cibulky, k provedeni prvniho pilotniho PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina,
byly vybrany z ndhodnych odbérti. Byly provedeny dle zadani Svazu chovateli prasat, z.s.
Vv ramci feSeni projektu. Odbér probihal ve tfech Slechtitelskych chovech prasat.

Nasalni stéry byly odebrany na Testacni stanici Ploskov, Fakulty agrobiologie,
potravinovych a ptirodnich zdrojii, CZU Praha.

U Stétin 1 nasalnich stért byla provedena vizudlni kontrola a na jejim zaklad¢ byly
vylouc¢eny vzorky DNA, které neodpovidaly pozadovanému standardu.

DNA byla izolovdna vybranymi metodami: Magnetické kuli¢ky — u Sté€tinovych cibulek
a metoda CHELEX u nasélnich stérti. Dale prob¢hlo zhodnoceni kvality izolatu DNA a byly
vybrané izolaty pro aplikovani na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina v protokolu Illumina
HD Infinium technologie.

Tab. ¢. 18 Sumarni vysledky pilotni studie odbéru vybranych biologickych zdrojit DNA
u prasat (zdroj Schroffelova & Némcova et al. 2019)

STETINOVE

CIBULKY NASALNI STERY

POCET ODEBRANYCH VZORKU 115

POCET NES,TANDARDN,iCH ODBERﬁ
VYLOUCENYCH Z DALSI ANALYZY PO 6
PRVOTNI VIZUALNI KONTROLE

% USPESNOSTI ODBERU 94,7 %

33
8

ROZMEZi KONCENTRACE IZOLOVANE DNA

338,4-13,6 154,7 — 64,5
ng/nlL
PRUMERNA KONCENTRACE ng/pL 102,5 247,1
PRUMERNA CISTOTA IZOLOVANE DNA 201 109

A260/280 (NanoDrop)

ROZMEZI DOSAZENYCH ,,call rate*
PO APLIKACI REPREZENTATIVNICH

VZORKU DNA 0.997 - 0,992
NA PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina
PRUMERNA HODNOTA ,,call rate* 0.994

V ramci pilotni studie bylo zjisténo, Ze Sté€tinové cibulky jsou nejvhodnéjsim biologickym
zdrojem genomické DNA u prasat. Rozhodnuti je na zakladé posouzeni celého pribéhu
procesu. Tedy, nizky pocet opakovani odbéru Stétinovych cibulek z dodanych zdroji
tj. 6 vyfazenych §tétin z celkového poctu 115 piijatych biologickych vzorka. Vysoka uspésnost
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izolace, kde vysledkem je kvalitni izolat DNA Vv rozmezi 338,4 — 13,6 ul, koncentrace a Cistota
DNA v priméru hodnoty 2,01. Vysledky koresponduji se Sironem et al. 2011. Déle je vysoka
uspésnost analyzy DNA extraktii na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina, kterd je vyjadiena
tzv. call rate.

Na zaklad¢ vysledk ,,call rate* je mozné zaradit SNP genotypy stanovené v ramci pilotni
studie do dalSiho bioinformatického zpracovani pro vytvofeni referencni populace a vyvoj
postupt pro odhad genomickych plemennych hodnot znaktl prasat zatazenych do Ceského
narodniho Slechtitelského programu.

Na podkladé zjisténych skutecnosti mizeme potvrdit hypotézu, ze ,nejvhodnéjsim
biologickym zdrojem DNA budou praseci Stétiny.

Z predeslych zkuSenosti z kladného testovani nasalnich stérti u skotu byl predpoklad, ze
1 u prasat bude tento zpiisob odbéru zdroje DNA kvalitni a vyhovujici. U nasalnich stéra se
ocekaval kladny vysledek. Dals$i pozitivum mély mit nasdlni stéry v podobné neinvazivniho
odbéru a snadného provedeni.

Nasalni stéry byly odebrany v Testa¢ni stanici Ploskov, Fakulty agrobiologie,
potravinovych a pfirodnich zdrojii, CZU Praha. JiZ na pocatku se zadaly objevovat prvni
negativni ndzory na tuto metodu odbéru DNA. Pro technika byl proces odbéru u zviiete
komlikovany, nevyhovujici. Déle byly potize s naslednou kvalitou odbéru nasalniho stéru.
Odbéry se musely ve vysokém poctu opakovat. Nasledna izolace probé&hla s nizkou Gispé$nosti,
zejména Cistota vysledné DNA byla nevyhovujici. Pro analyzu izolované DNA na Porcine
SNP60 v2 BeadChips [llumina bylo mozné pouZit nizky pocet uchazejicich izolati. Vysledkem
je nizkd uspésnost analyzy na ¢ipu vyjadienad ,,call rate. Pouze u 4 vzorki bylo dosazené call
rate, které umoZiluje zarazeni vyslednych SNP genotypii do dal§iho bioinformatického
zpracovani. Obvykle uvaddénd hrani¢ni hodnota pro zatfazeni SNP analyzy do vypoctu GPH
u prasat je >0,90, 1épe >0,95 (Uimari et al. 2011; Bovo et al. 2019).

Pti¢inou nekvalitnich odbérti a naslednych negativnich vysledkit SNP testace je zifejmé
na zaklad¢ anatomického razu. Jedna se o charakter utvafreni nozder u prasat. Z anatomického
— funkéniho hlediska nozder prasete ve srovnani s jinymi zvifaty (skot, mali pfezvykavci, ki),
jsou charakterizovany jako nejméné poddajné a ze srovnanych druhti nejtvrdsi (Reece 2009).
Z tohoto diivodu, z nozder prasete nelze ziskat dostatecné mnozstvi biologického materialu
nasalni st€rovkou, kde nedochazi k naruseni sliznice. Z této skute¢nosti a nasledné zkusSenosti
béhem izolace nelze nasélni stér doporucovat jako alternativni zdroj DNA k prase¢im §tétindm
a nelze jej uvadeét do praxe.

Nasalni stéry tedy nejsou vhodnym biologickym zdrojem gDNA u prasat a potvrzuji
hypotézu, Ze ,,nejméné vhodnym biologickym zdrojem DNA budou nasélni stéry*.

Stanoveni mezni hodnoty ,,call rate” pro zhodnoceni uspésnosti SNP testace a poskytnuti
dat pro vypocet GPH prasat, se stanovi na zaklad¢ kolektivniho rozhodnuti. Tedy feSitele
projektu a jeho kolezich podilejicich se na projektu, na Svazu chovatelti prasat. Vychazet se
bude z pribézného dosahovaného call rate z vyzkumu a z meznich hodnot publikovanych
V literatufe. Zejména ze studii SNP na prasatech ze zahraniCi, ale 1 ze zkuSenosti kolegii
z hodnoceni dojného skotu v CR. Z jedné ze zahraniénich studii, kde testovali SNP u populace
bilych prasat na PorcineSNP80 BeadChip stanovili na zéklad¢ vlastniho vyzkumu mezni cal
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rate na 0,9 (Wang et al. 2018) a vzorky pod hodnotu 0,9 vylouc¢ili. Pouzili ov§em Cip, ktery
obsahuje vice SNP, nez obsahuje Cip vyuzivany v nasem vyzkumu. Dal$i studie ohledné
testovani SNP pro odhalovani kandidatnich gent pro rist relevantni vlastnosti u prasat (Tang
et al. 2019) uvadi, ze bylo genotypovano pomoci Illumina PorcineSNP50 Bead Chip, coz je Cip
s menSim obsahem SNP a call rate stanovili na> 0,9, pticemz call rate SNP <0,9 vytadili.

Na zaklad¢ zkuSenosti z genotypovani zvitat v laboratofi vime, Ze mezni hranice call rate
u dojeného skotu v CR je stanovena na hodnotu 0,92.

V soucasné chvili se jevi jako mezni hranice call rate u prasat na 0,96, cemuz vyhovuji
prozatim v§echny provedené SNP testy na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina.

6.2 Stanové cile

Na zéakladé postupu metodiky a vysledkil z celého procesu testace prasecich zdrojh
muzeme zhodnotit stanovené cile, které byly stanoveny na zacatku dil¢i ¢asti projektu pro oblast
laboratofe a SNP genotypizace vybranych jedinct prasat, pottebnych pro tvorbu referencni
populace.

Zasadnim cilem bylo nahradit tradi¢ni biologicky zdroj DNA — odebrana nesrazena krev,
méné invazivnim odbérem, s ohledem na naro¢nost odbéru, zachazeni s nim, uchovavanim
a aby byl zdroj uzivatelsky ptijemny, bylo zachovano welfare zvifete. V navaznosti na zdroj se
snizil naklad na odbér vzorku DNA a pteprava vzorku do laboratofe neznamenala znehodnoceni
zdroje. Pro uskute¢néni téchto narokli bylo vychazeno z piedeslé metodiky stanovené na skot
(Schroffelova & Némcova et al. 2018) a zkuSenosti z ni. Z hlediska vSech hodnocenych kriterii
nejvice vyhovovaly praseci $tétiny s folikuly, u skotu tomu byly chlupy (Schréffelova &
Némcova et al. 2018).

Dale testovana krev a spermatické davky vyzaduji u chovatele jiz invazivni zasah,
vyskoleny persondl, pfitomnost veterindrniho technika ¢i pfimo veterinarniho I¢kate. Tedy cena
provedeni odbéru zdroje DNA se na rozdil od odbéru stétinovych cibulek zvySuje. DNA ze
zminénych zdroju (krev, tkan ucha, kanéi sperma) bude v divodnych piipadech DNA dale
izolovana, mimo  rutinni reZim za  individudlné  stanovenych  podminek
(Schroffelova & Némcova et al. 2018). V ptipadé ovéfeni zvitete, které jiz neni na zivu bude
mozné vyuzit rezidualnich a archivnich zdrojii. Opét mimo rutinni provoz laboratofe za
specialnich stanovenych podminek.

Metoda izolace DNA ze §tétinovych cibulek na zadklad€ metody ,,magnetickych kuli¢ek*
byla zvolena vhodn¢. Vybrana metoda ma benefity v moZnosti uplatnit automatizaci
a robotizaci izola¢niho procesu, a nasledné tak navysit priichodnost vzorka laboratofi a tim
dosédhnout vyhodnych ekonomickych podminek, snizeni cen izola¢niho procesu a dosdhnout
vyhodnych ekonomickych podminek pro plosné SNP genotypovani prasat.

Dalsim cilem bylo vytvotfeni odbérové sady pro chovatele prasat. Opét se vychazelo
z predeslé  zkuSenosti u skotu, kde byla odbérovda sada UspéSné vytvofena
(Schroffelova & Némcova et al. 2018) a v soucasné dobé témet vyhradné vyuzivana. V pribéhu
piijimani vzorki k izolaci DNA byla sada poskytnuta Svazu prasat a feSiteli projektu, ktefi sadu
predavali dale chovateliim a zootechniklim. V ramci vytvotfeni odbérové sady byla napsana
a nabidnuta chovatelim prasat a zainteresovanym organizacim jednoduchy postup, podle
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kterého budou v chovech prasat plosné¢ odebirany standardizované biologické vzorky do
optimalizovanych odbérovych sad (viz pfiloha) (Schroffelova & Némcova et al. 2018,
Schroffelova & Némcova et al. 2019). Odbérova sada byla zvolena vhodné a pies prvotni
problémy se spravnym provedenim odbéru, se zainteresovani chovatelé¢ naucili s odbérovou
sadou zachdzet a do laboratofe tak pfichazely standardizované vzorky vhodné k izolaci
a minimalizovala se zadost o novy, opakovany odbér. Odbérova sada zachovava komfort pfi
odebirani $tétin v chovu a v laboratofi usnadfiuje proces zpracovani zdroje K izolaci a naslednou
archivaci vzorku.

Dle predeslé metodiky pro skot (Schroffelova & Némcova et al. 2018) navrzeny odbérovy
set musi zamezit moznosti vzdjemné kontaminace vzorkli béhem odbéru, transportu do
laboratote, prvotni evidence a zaddvani zakazky do laboratorniho systému, a tézZ béhem prvniho
kroku laboratorniho zpracovani, kterym je odebrani aliquotu chlupovych cibulek na zacatku
izola¢niho procesu. Chlupové cibulky se od chlupt oddéluji manualné — ustfizenim. Dale je
nutné, aby navrzeny odbérovy set umoznil archivaci zbytku nepouzitého zdroje DNA pro
moznost opakovéni izolace DNA. Coz odbérova sada pro praseci Stétiny zcela napliuje (viz
priloha).

Aby proces genotypovani zvifat probihal kontinudln¢, musela byt v pocatku piijmu
biologického zdroje provadéna jeho primarni kontrola. Fyzicka kontrola na zéklad¢ zkusenosti
Z provozu laboratote. Diivodem je zamezeni naslednych chyb v priubéhu izolace, znehodnoceni
izolace, jeho nasledném zpracovanim na microarray’s, a tim znehodnoceni mista na Cipu,
opakovani testace a v t€ navaznosti snizeni nadkladii vynalozenych na nekvalitni zdroj DNA
(Schroffelova & Némcova et al. 2018). Proces genotypizace gDNA prasat na PorcineSNP60 v2
BeadChips Illumina je finanéné nakladny a ¢asové naroény. Je nutna disledna eliminace
nekvalitnich izolati DNA z analytickych procesii jesté pied aplikaci na microarray’s tak, aby
se minimalizovaly zbyte¢né finan¢ni a ¢asové ztraty (Schroffelova & Némcova et al. 2019).
V ramci projektu byl vytvofeny systém kontroly DNA izolath ziskanych z vybranych zdroji.
Pt1 posuzovani kvality izolatu je nutné hodnotit soucasné €istotu, koncetraci a zaroven na tyto
hodnoty nahliZet jako na celek. Pokud se budeme soustfedit pouze na jednu z hodnot, nebo ji
nadfazovat druhé, mizeme se vystavit riziku, Ze provedeme chybné rozhodnuti. Bud’ miizeme
z procesu analyzy na Cipu vyloucit zcela zbytecné& pouZitelny biologicky zdroj, chovatele tak
zbyte¢né¢ zadame o opakovany odbér biologického zdroje. Anebo do dal$iho procesu
postoupime izolaty, které neodpovidaji kvalitou narokiim procesu SNP testace na
PorcineSNP60 v2 Illumina BeadChips. Proces genotypizace prob&hne nestandartné a
kone¢nym vysledkem je nizky call rate. Cely proces se bude muset opakovat a navysi se cena
izolace a testace, narusi se rutinni proces laboratote, kdy bude muset byt opakovany odbér
zatazen do jiné Cilsené fady vzorki.

Zakladni stupen kontroly kvality gDNA je spektofotometrické méteni DNA izolath na
NanoDrop (ThermoScientific). Spektrofotometrické vyhodnocovani roztoku nukleovych
kyselin probiha pfi vinové délce 260 nm a 280 nm. Nukleové kyseliny pohlcuji UV zafeni na
maximalni absorbanci v oblasti 260 nm, proteiny maji maximum absorbance v oblasti 280 nm.
Absorbance pti 260 nm odrazi ,,absolutni* koncentraci nukleové kyseliny, absorbance piti 280
nm odrézi jeji Cistotu, tj. miru pfitomnosti proteini. Pomér A260/A280 poskytuje informaci o
Sistotd extraktu. Cista DNA obvykle vykazuje hodnotu tohoto poméru okolo

53



1,8 - 2,0. Pokud hodnota poméru je vyrazné nizsi, je roztok kontaminovan proteiny ¢i rezidui
extrak¢nich roztokt (Barbas et al. 2007). Na zaklad¢ téchto informaci do dal§iho procesu
testace byly bez dalsi kontroly kvality DNA postoupeny vSechny izoldity DNA s koncentraci
> 50 ng/uL a Cistotou A260/280 > 1.8 (Schroffelova & Némcova et al. 2019).

DNA izolaty s koncentraci < 50 ng/uL a Cistotou A260/280 > 1.8 jsou postoupeny
dodate¢né kontrole kvality DNA pomoci metody multiplex PCR. Primarné je PCR metoda
urcend k starSi metod¢, STR genotypizaci prasat s uzitim panelu Animaltype Pig PCR
Amplification Kit (Robino et al. 2008). Bylo zjisténo, Zze plnohodnotna amplifikace vsech 11
tetranukleotidovych STRs zahrnutych v Animaltype Pig kitu je rovnéz ukazatelem
predpokladané uspésnosti aplikace takto provéfeného DNA extraktu na PorcineSNP60 v2
BeadChip Illumina s moznosti dosazeni dostatecné vysokého call rate (Schroffelova &
Némcova et al. 2019). Na zakladé zkusenosti z kontroly pies STR metodu a nasledné testaci
SNP jako limitni koncentrace pro aplikaci na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina byla
stanovena hodnota > 9.5 ng/pL a A260/28 0> 1.8.

Poslednim, dilezitym cilem pro laboratof byl pfechod z manualniho procesu izolace do
robotického a zvysit tak priichodnost vzorkil v laboratofi. Proces robotizace vychazel opét ze
zkuSenosti metodiky pro skot (Schroffelova & Némcova et al. 2018), kde se postupovalo
manualni cestou a na zaklad¢é vysledki izolaci se postupné prechazelo na robotickou izolaci
DNA a SNP testovani. Zcela obdobné tomu tak bylo u izolovani biologickych zdroji prasat.
Velky duraz se kladl na kvalitu vstupniho biologického zdroje. Chlupové cibulky u skotu i
praseci §tétiny musi vykazovat kvalitni odbér v odbérové sad¢, jinak se izolace nepodaii. Nebo
bude muset byt izolace DNA provedena mimo rutinni proces, ve specidlnim rezimu, a tim se
znaén€ navysSuje cena za provedeni genotypizace zvifete.

Na zavér miZzeme konstatovat, Ze bez kvalitniho odbéru biologického zdroje DNA neni
mozné provést uspésnou izolaci DNA a nasledné provést uspésné genotypovani zvitat tak, aby
se mohly vysledky vyuzit v dal§im postupu ve zpracovani pro GPH prasat.
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Z vysledki plyne, ze jako nejvyhodnégjsi biologicky zdroj DNA jsou Stétinové cibulky.
V ptipad¢ nutnosti je mozné provést analyzu DNA ze vzorkl kanc¢iho sperma, krve
a rezidualnich zdroji ¢i poskytnutych izolatt. | zde jsou vysledky vyhovujici.

Jako nejvhodnéji zvolena metoda pro ziskani izolatu DNA je metoda ,,magnetické
kuli¢ky*. Alternativni forma pro mimoiadné zdroje DNA pak kolonkova metoda.
Nasalni stéry nevykézaly potfebné hodnoty, aby byly zafazené jako rovnocenny
biologicky zdroj DNA k prase¢im S$tétinam. Na zéklad¢ tohoto zjiSténi format
nasalnich stért u prasat neni jiz dale podporovan.

Zakladnim, stale se opakujicim faktorem je, Ze bez kvalitniho biologického zdroje
DNA nelze provést kvalitni izolaci DNA a dal provést testaci pomoci SNP technologii.
Proces izolace DNA a jeji testace pifes SNP technologie na PorcineSNP60 v2
BeadChips Illumina je ¢asové i1 finanéné naro¢ny proces, a proto je nutné hned
Vv provopocatku vytadit nevyhovujici zdroje DNA, provést UspéSnou kontrolu
izolované DNA, aby nedochdzelo ke zbytecnym chybam a prodraZeni testované¢ho
vzorku. V souc¢asném prubéhu vyzkumu metodiky kontrola vzorki probiha s kladnymi
vysledky.

Stanoveni mezni hodnoty ,call rate“ ve vysledcich bude v radmci zhodnoceni
pribéznych dosazenych vysledki na ¢ipech a spoluprace fesitele projektu, podilejicich
se kolegii a SCHP.

Industry model laboratote byl nastaven na izolaci DNA z prasecich §tétin. Momentalné
rezimu laboratofe tento systém vyhovuje. A je moZné testaci SNP prasat zaradit
Kk ostatnim testovanym skupinam v laboratofi iGenetika, CMSCH, a.s.

Vyvinutd odb€rova sada je vyhovujici, nezasahuje do wellfare zvifete a chovateli je
uzivatelsky pfijemna. Odbér vzorkl v této sadé vyhovuje i ptepravé do laboratofe,
nedochazi k degradaci vzorku béhem ptepravy, ani k jeho kontaminaci.

Vyzkum probihal v komplexnim projektu ve spolupraci VUZV, CMSCH, CZU a
SCHP. Poskytuje odbornost molekuldrni a kvantitativni genetiky, informatiky.
Vysledky budou prostfednictvim CMSCH a SCHP implementovéany do chovatelské
praxe.
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9 Samostatné prilohy

[ SloZeny odbérovy set pro odbér
Stétinovych cibulek
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Ceskomoravska spoleénost chovateld, a.s.
Laboratof imunogenetiky
Benesovska 123, 252 09 Hradistko
Tel: 257 896 329
imunogenetika@cmsch.cz

Kit pro odbér stétinovych cibulek
pro izolaci DNA

Odbérovy set pro odbér Stétinovych cibulek

Odbérovy kit
vioZte do obalky,
zabranite kontaminaci
odebraného vzorku!
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Odbérovy set pro odbér Stétinovych
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Postup odbéru:

Vytrhnéte zvifeti Stétiny

Je nutno vytrhnout 30 - 40 3tétin
Zkontrolujte, zda Stétiny maji cibulky
Ze Stétin vytvofte svazecek

Z odbérového kitu odlepte samolepku
Do lepici €¢asti vioZte svazek stétin tak,

aby cibulky zasahovaly do pole pro stétinové cibulky

N

- Pfelepte konce stétin samolepkou
Ocistéte si ruce a klesté pred dalsim odbérem
e Vyplite elektronickou Zadanku na igenetika.cz
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Set ma dvé nedilné casti:
e vzorkovnici uréenou k fixaci odebranych §tétin. Ta je opatfena ¢arovym kodem a mistem pro
jednoznacnou identifikaci zvitete (AM c¢islo), od kterého byl vzorek odebran.
e Druhou ¢asti setu je obalka, do které se vzorkovnice vklada, aby byl vzorek chranén pred
znehodnocenim a moznosti kontaminace. Pfimo na obalce je natistén jednoduchy navod
k odbéru vzorku.

Typy odbéru biologického zdroje DNA

Odbér chrupavky TSU (tissue sample unit)

Nasalni stér — pouzity, odebrana DNA z nozder prasete
(v tomto ptipadé vylity, nepouzitelny, neobsahuje modrou tekutinu pro
macerovani DNA)
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Kanci sperma v odbérové inseminacni tubé

Inseminaéni davky kan¢iho sperma v odbérové
inseminacni sadé od francouzské firmy Yxia.
Kanci sperma barvené dle plemene prasete:

e  Duroc - ¢ervend/rizova

e  Pietrain —bila

e  Landrase- zelena

e  Large white — modra




Kvalitné odebrané Stétinové cibulky

Odbérovy kit
vloZte do obalky,
zabranite kontaminaci
odebraného vzorku!

AM tato wvitates. 47,610,993 8y
S Le My

S

Postup odbéru — prasata:

- Vytrhnéte §tétiny ze hibetu zvifete

- Je nutno vytrhnout 3040 §tétin

- Zkontrolujte, zda $tétiny maji cibulky
- Ze §tétin vytvoite svazecek

X

Izolaty krve

Nekvalitné odebrané §tétinové cibulky

Odbérovy kit

vioZte do obdlky,
zabranite kontaminaci
odebraného vzorku!
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- Z odbérového kitu odlepte samolepku — ,,0Odlep zde*
- Do lepici ¢asti vlozte svazek stétin tak, aby cibulky zasahovaly do pole pro Stétinové

cibulky
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Prelepte konce §tétin samolepkou
Ocistéte si ruce pred dalsim odbérem

Podrobny navod odbéru do odbérového setu k dispozici na:
https://www.cmsch.cz/navod/postup-odberu-prasata/




Pribéh izolace a testace pires SNP technologie
1. den

Izolace DNA kolonkovou metodou X Izolace DNA magnetickymi kuli¢kami

28008,
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2. den

PreAmplifikaéni proces pro genotypovani na robotu TECAN FREEDOM EVO

VI



3. den

PostAmplifikacni proces na robotu Tecan Freedom Evo LIHA

Proces fragmetovani DNA a zahfivani Proces precipitace DNA, suSeni peletek. Nasleduje
desti¢ky se vzorky na 37 °C v Hybex proces resuspendace, dale denaturace v Hybex
ian o a0 o () O

Ukazka desticek s piipravenou DNA
k aplikaci na PorcineSNP60 v2
BeadChip Illumina

Vil



Pfiprava Cipti pro loading DNA

PorcineSNP60 v2 BeadChip IHlumina

o
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Loading DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip na TECAN FREEDOM EVO LIHA

Aplikovana DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina a pfemisténi ¢ipu do komory k inkubaci na 16-24
hod




4. den

Vyndani ¢ipt z komory, odstranéni folie

.‘(/\

LIS

*

Umyvani ¢ipu a priprava ,,sendvi¢e™ k promyvani a barveni




Piipraveny ,,probarvovaci stil“, aplikace na ¢ipy na robotu TECAN FREEDON EVO LIHA

Tzv. ,,barveni Cipt v Teflow

Xl



Odstranéni ,,sendvice®, umyti ¢ipl od rezidua chemie, ponoteni do ,,lepidla“, odlozeni ¢ipl na stojanek k suseni

Hodnoceni ¢ipti pomoci iScan a GenomeStudio — vloZeni ¢ipt Nagitani signalt a vizualni pfeneseni do pc

Xl



Nasnimany chybny vzorek
(v dal$im hodnoceni jeho hodnoty Uspésné dokonceni skenovani ¢ipti
budou vykazovat nizky call rate)

Zpracovan dat a ziskani vyslednych ,,call rate v GenomeStudio

X1



