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AUTORSKY REFERAT

Tato bakalarskd prace na téma ,,Vhodnost nékterych mikrosateliti pro ovefovani
puvodu u psi® ma ve svém literarnim piehledu dvé hlavni ¢asti, v prvni ¢asti se pojednava
o genomu psa, ktery je charakteristicky poctem 39 partii chromozému, které obsahuji
deoxyribonukleovou kyselinou (DNA) a ta je tvofena bazemi, kyselinou fosforecnou
a deoxyribozou. Dale se v této Casti vénuji zdkladnim principtim dédi¢nosti, redukéniho

déleni a nékterym zdrojtim variability.

Dalsi a rozséahlejsi ¢ast literarniho piehledu je rozdélena na nékolik podkapitol a je
vénovana zakladnim informacim o mikrosatelitech. Co jsou to mikrosatelity, z c¢eho se
skladaji a kde se nachazeji, jejich evolu¢ni vyvoj a z jakého ditvodu tak rychle mutuji, jaka je
jejich funkce, jaké je jejich vyuziti a aplikace, a pro¢ jsou k ovéfovani piavodu ¢i detekci

nékterych chorob vhodné.

Po literarnim ptrehledu nasleduje kapitola material a metodika, v niz popisuji, jak jsem
postupovala v laboratofi pfi studiu vhodnosti mikrostatelitii pro ovérovani ptivodu u psii, coz
zahrnuje izolaci DNA, metodu ziskani PCR produktu a elektoforézu na komerénim gelu

Spreadex.

Nasledujici kapitoly zhodnocuji a porovnavaji ziskané vysledky o vhodnosti
nékterych mikrosatelitl pro ovéfovani plivodu u pst s informacemi v literatuie, coz bylo také

cilem této prace.

Cilem této prace bylo zjistit vhodnost nékterych mikrosateliti pro ovétovani ptivodu
u pst. Vzhledem k tomu, ze se testovalo pomérné¢ malo zéastupcti velkého poctu plemen,
nejsou vysledky zcela priukazné, ale za nejvhodnéjs$i mikrosatelit pro ovéfovani ptivodu u pst
z testovanych povazuji mikrosatelit FH4306, kde jsem nalezla 14 alel, pak TINAG se

7 alelami a nejméné vhodny SCN11A se tfemi alelami.

Klicova slova: mikrosatelity; genom psa; funkce mikrosatelitii; polymorfizmus mikrosateliti;

vyuziti mikrosatelit.



SUMMARY

This work is about on the subject “The suitability of microsatelites for paternity
control in dogs” has got in its digest two main parts, the first part is about the genom of the
dogs, that is characterized by 39 pairs of chromosom, containing deoxyribonucloetic acid
(DNA) which it made by bases, phosphoric acid and deoxyribose. Below this part is about

basic principle heredity, meoises and some sources of variability.

The next but longer part of the digest is divided on several chapters and this is
summary of basic information about microsatelites. Characteristic of microsatelites, consist
type, place of being, its evolution and speed of mutation, its function and application, reason

its suitability for paternity testing and diseases detecting.

After digest is chapter “Material and method”. This part is about work in laboratory
by the testing Suitability of microsatelites for paternity testing in dogs. Methods of DNA

isolation, Polymerase chain reaction and electrophoresis on Spreadex gel are described.

Next chapters “Results about discussion” contains some thoughts about suitability of
microsatelites for paternity testing in dogs relevant to information in the literature, what is

point of my work.

Point of this work was to investigate Suitability of some microsatelites for paternity
testing in dogs. The testing group was relative small, so results are not a lot of documented,
the microsatelite SCN 11A is the least convenient for paternity testing, because I found only
three alleles. The microsatelite TINAG is more convenient for paternity testing than the
microsatelite SCN 11A, because by microsatelite TINAG I found seven alleles. The most
convenient for paternity testing is microsatelite FH 4306 with fourteen alleles. This

microsatelite.

Keywords: microsatelites; genom of the dogs; function of microsatelites; polymorphism

of microsatelites; upgrading of microsatelites



OBSAH

1. UOVOD 1
2. CiL PRACE 3
3. LITERARNi PREHLED 4
I B €123 (0] 27 NPT 4
R Y 1 QL0 YN 23 5 1 1 GO 9
3.2.1. Definice MIKFOSAIEIIHIL .............c.oeoeiiii ittt 9
3.2.2. Polymorfizmus mikroSQtelitni DINA ..............coccoioiioiioiiiieieeee ettt 10

3.3. FUNCE MIKROSATELITU ....ooouviiiiiieieeeeeeeee e ettt e e et e e e e e eeaaeeeeenaeeseeeaaeeesenseeesenteeeesnneseesanseeesansneesennnressnnneeens 12
3.4, VYVOI MIKROSATELITU .....oouuiiiiiitiieeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeeeaaeeeeenaeeeseaeeseenasesesansesesatesessnsesessaseeesansneessnnesesssseeens 13
3.4, 1. EVOIUCE MIRFOSALIIIL ...t e e 13

3.4.2. Proc mikrosatelity mutufi tak 1yCRIE? ............ccocooiiiiiiiiiiiiiiitit et 14

3.5. KDE A JAK JE MOZNO VYUZIT MIKROSATELITY ....cceeiuviieeiiueeeeeitreeeeereeeeeiseeeeeisneeeenseesesseeesensnessenssesssneeens 17
3.5.1. APlikace MIKrOSQIEIIMIL................cc.coueiiiiiiiiiiiice st 17

3.5.2. MIkroSAtelity @ CROFODY..............ccooouiiiiiiie et ettt 20

4. MATERIAL A METODIKA 24
ZIN B 1/ 6) 9703 2 D)\ RSP RN 25
4.2. PCR (POLYMERASE CHAIN REACTION) ...cuutteettesureesreesreesseessseesseessseessessssessnsessssessnsessssessssessssessssessssessns 27
4.2.1. PCR mikrosatelitu TINAG @ SCN T1A .........ooooueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeel 27
4.2.2. PCR mikrosatelitut F'H 4306 .............ooooeeeeeeee 29

4.3. ELEKTROFOREZA NA KOMERCNIM GELU SPREADEX ......ccoiouviiiiitrieeeiieeeeiteeeeeieeeeeesseesenseeessnnesssssssessennnes 32
5.VYSLEDKY A DISKUZE 35
6. ZAVERY A DOPORUCENI 44
7. SEZNAM POUZITE LITERATURY 45
8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU 47
9. PRILOHY 48

Ptiloha 1.: Déleni M3 (a M 1) markeru pro gel SpreadeX .........ccceoeevrinenienienineniieieeee

Ptiloha 2.: Rozpéti bazi pro vybér vhodného typu gelu Spreadex




1. UVOD

Toto téma jsem zvolila, protoze spojuje dvé véci, o které se zajimam, genetiku
a kynologii. Genetika m¢ zajima jiz od stfedni $koly, kdy jsem se s ni poprvé blize setkala
a v dal$im studiu bych se ji chtéla vénovat na oboru Slechténi zvitat. Kynologie mé zajima uz
od utlého veku, cely miyj Zivot je spjat se psy zejména pak s Ceskymi fousky, jezevciky,

malymi hrubosrstymi vendeéskymi basety a bassethoundy.

Domnivam se, Ze ovéfovani pivodu u pst je stale aktualnéjsi téma a v budoucnu se
bude stale vice vyuZivat, nejen proto, Ze neustale piibyva psti i plemen, ale i proto, zZe pfibyva

problémil s piivodem jedinct.

Podle mezinarodni kynologické organizace museji mit Stéfata pro vydani priikazu
puvodu tzv. nezpochybnitelny plivod, coz je v nékterych ptipadech docela velky problém,
ato zejména u ,,velkochovateld®, kterych je mezi kynology velké mnozstvi. Za situace, Ze
mate nékolik chovnych fen a nékolik chovnych pst jednoho plemene, pfi nedisledném
hlidani, lze jen tézko urcit, zda otcem téchto Sténat je ten ¢i onen pes, piipadné pokud mate
vice vrhii ve stejné dob¢ a neoddélené, byva problematické urcit i matku Sténat, to urci pouze
geneticka analyza. Pochopitelné, ze kdyz ma chovatel vice chovny psti a fen, neznamena to
automaticky, ze méa neporadek v evidenci a neumi si ohlidat, ktery pes nakryl kterou fenu,
nebo, jestli tohle sténé je skute¢né této feny, ale je to pouze na jeho poctivosti, svédomitosti

a odpovédnosti.

Dalsi problém muze nastat i za situace, kdy ma chovatel doma jednu jedinou fenu, byl
na kryti u chovatele, ktery ma také jednoho jediného psa, takze by se teoreticky dalo fict, ze
nemuze nastat moznost né¢jakého zpochybnéni piivodu sténat, ale neni tomu tak. Staci jeden
Sikovny ,,vofisek® ve vsi, pro kterého neni plot zddny problém, neopatrnost chovatele
pii vychéazce s fenou, ¢i feny svévolna vychazka. Tomu se d4 zabranit, kdyz o vofiSkovi
vime, fenu né¢kam ,,schovame®, na vychazku s ni rad¢ji nepiijdeme a nedopustime, aby ndm
utekla. Horsi je, kdyz na tyto moznosti nejsme pfipraveni a o nakryti feny jesté dalSim psem,
nemame ani tuseni, narodi se $téiata a jak rostou, postupné zjistujeme, ze kazdé je podeziele
jiné. Aby nedoSlo k tomu, Ze vSichni jedinci z vrhu nedostanou prikaz pivodu, udéld se

geneticka analyza na ovéfeni ptvodu a jedinciim, jenz bude ptivod souhlasit, bude prikaz



ptivodu vydan, jakozto Ccistokrevnym jedincim plemene. Jedincim, kterym ptivod
nesouhlasi, prikaz pivodu vydan nebude, protoZe nejsou cCistokrevnymi jedinci dané¢ho

plemene.



2. CIL PRACE

Cilem mé bakalaiské prace na téma ,,Vhodnost nékterych mikrosatelitii pro ovéfovani
puvodu u psu“ je otestovat n¢které mikrosatelity na stupen jejich polymorfismu a zjistit tak,
ktery mikrosatelit je vhodny, ktery je méné vhodny a ktery je zcela nevhodny pro ovéfovani
pivodu u rtznych plemen psi. I mikrosatelit, ktery ma vice alel u rtiznych plemene psi
nemusi byt pro ovétovani ptivodu u urcitého plemene vhodny, protoze se u tohoto plemene
vyskytuje jen jako monomorfni. Cim je viak u plemene popsano vice alel konkrétniho
mikrosatelitu, tim je pro ovéfovani ptivodu vhodnéjsi. ZvySuje se tak pravdépodobnost
poznani faleSného potomka, u kterého nesouhlasi jeden z rodi¢l a ve vyjimecnych piipadech

zadny z nich.

Do plemenné knihy FCI (Mezinarodni kynologicka federace) mohou byt zapsana jen
Sténata, jejichz plvod je nezpochybnitelny. To znamend, Ze nejsou zadné davody
ptedpokladat, Ze rodie zapsani v prukaze plivodu takovych §ténat by neméli byt jejich

pravymi rodici.



3. LITERARNI PREHLED

3.1. Genom psa

Karyotyp je dan tvarem, velikosti, strukturou a poctem chromozémi. Karyotyp je
pro jednotlivé druhy pomérné konstantni. Pes ma 39 pari chromozémi, to je celkem

78 chromozoémil (Hartl, Sebkova, 2007).

Uziti vyrazu ,,pomérné konstantni neni podle mého ndzoru zcela presné. Karyotyp je
pro jednotlivé druhy konstantni a jakykoliv jiny pocet chromozémi v genetické vybave

jedince ma za nasledek velice vazné defekty ¢i thyn jedince.

Pes ma v kazdé somatické (t€lni) bunce 39 parti chromozomti, vzdy jeden chromozom
z paru od své vlastni matky a druhy chromozom od svého skutecného otce, to je celkem
78 chromozoml. Toto zna¢ime  symbolem ,2n“ a hovofime o diploidnim poctu
chromozomtl. Kdyz takovy jedinec zacne tvofit svoje pohlavni buniky — gamety (vajicka
a spermie), ty pak maji jen po jednom chromozomu z kazdého chromozémového paru, tedy
jen 39 chromozomii celkem. To znaCime symbolem ,n“ a hovofime o haploidnim poctu
chromozomil. A zde jsme u prvniho zdroje genetické variability (proménlivosti). Je véci
nahody, ktery ze dvou chromozomi, pes ¢i fena, dostane do té ¢i oné pohlavni bunky, zda-li
ten chromozom byl ziskdn od matky, ¢i ten, ktery jedinec ziskal od svého otce. (Dostal,

2007)

Ve spermii ma pes pouze 39 chromozomi (z kazdého péaru jeden) a fena ma
ve vajicku rovnéz 39 chromozomii (také z kazdého svého chromozémového paru jeden),
dostavame splynutim spermie a vaji¢ka celkem 2°° moznych kombinaci vazbovych skupin,
coz je vice nez 500 miliard, presné¢ 549 755 813 888. Ve skutecnosti je geneticka
proménlivost daleko vétsi, protoze ve vypocitané hodnoté neni zapocitan stupeit vymény
genetického materidlu crossing — overem, ani podil mutaci, ani hodnota mimojaderné
dédicnosti. Kdyby nedochazelo k redukénimu déleni (meidze) pifi tvorbé gamet (spermii
a vajicek) pocet chromozému by se s kazdou generaci zdvojnasoboval. Proto se redukénim

délenim diploidni pocet chromozomi sniZuje na polovi¢ni — haploidni (n). Je tak dosaZeno



toho, Ze v kazdé pohlavni bunce zlstava z kazdého chromozomového paru jen jeden, a to

kterykoliv chromozom uvadi ve svém dile z roku 1995 Dostal.

Je prokazano, ze fena vyprodukuje az 700 000 vaji¢ek. V puberté tento pocet klesa
na 335 000. V péti letech ma 34 500 vajicek a v 10 letech pouhych 500. Jejich ubytek je

vétSinou zavinén vstiebdvanim zarode¢nych bunék.

Celkovy pocet spermii v jedné davce prevysuje 15 miliard, nebot’ primérny pocet je
4 miliardy 588 miliont spermii na krychlovy cm spermatu. U clovéka je to asi 10 miliént

na jeden krychlovy milimetr (Wailly, 2005).

Chromozomy obsahuji kyselinu deoxyribonukleovou — DNA, ktera je nositelkou

genetické informace.

Chromozomy maji pentlicovy nebo ty¢inkovy tvar a skladaji se ze dvou podélnych
¢asti zvanych chromatidy, které jsou naprosto identické. V misté ohybu chromozomu je tzv.
centroméra a chromozom se tak déli na dvé ramena. V této form¢ jsou chromozomy v buiice
pod mikroskopem viditelné pouze ve fazi déleni, zatimco mimo dé€leni bunky (tzv. interfazi)
viditelné nejsou. Chromozomy se ve fazi déleni bunky podélné rozstépi, chromatidy se
osamostatni a piesunou se k polim buiky, kde se vytvoii nova jadra dcefinnych bunck.
Dulezité je, ze délenim chromozomil vznikaji naprosto identické chromatidy, které prechazeji
do dcefinnych bunck, vytvareji dal chromozomy a piendSeji presné stejné genetické

informace. (Prochazka, 2005)

Neni Uplnou pravdou, ze casti chromozomii zvané chromatidy jsou identickeé,
napiiklad ¢asti pohlavnich chromozémul (gonozo6mu) maji homologni ¢ast a heterologni ¢ast.
Neni ani zcela pravdou, Ze v mist€¢ ohybu chromozomu je tzv. centroméra a chromozom se

tak dé€li na dvé ramena. Existuje nékolik typt chromozému podle umisténi centroméry.

Podle Hrubana a Majzlika z roku 2007 jsou chromozomy nejéastéji sledovany béhem
jedné etapy bunécného déleni zvané metafize, protoze v metafazi je chromatin nejvice
nahustén a chromozdémy jsou mikroskopicky viditelné. Lze na nich rozlisit dvé chromatidy,
tj. dve identické ¢asti vzniklé d€lenim, které jsou ptipraveny k uplnému rozdéleni do dvou

dcefinnych bunék. Jsou vsak jesté spojeny v misté zvaném centroméra. Misto centroméry je



obvykle zuzené (primarni konstrikce), takze chromozom mutize byt rozdélen na kratké rameno
(ustalené oznaceni pismenem p) a dlouhé rameno (oznaceni q). Na koncové casti jednoho
ramena nckterych chromozémi muze byt dalS$i zOzeni (sekunddrni konstrikce), které
zaSkrcuje ¢ast zvanou satelit. V této ¢asti je pfitomen tzv. organizator jadérka, ve kterém jsou
u eukaryotii lokalizovany geny pro ribozomovou rRNA. Konce chromozémovych ramen se
nazyvaji telomery (fec. Telos = konec). Podle umisténi centroméry a délky ramen délime
chromozémy tvarové na Ctyfi typy:

e Metacentrické — U nich je centromera uprostied, ramena jsou pfiblizné stejné dlouha.

e Submetacentrické — (sub=pod) Jedno rameno je kratsi.

e Subtelocentrické — Centromera je posunuta za 3/4 délky, takze jedno rameno je velmi

zkracené.
e Telocentrické (nebo téz akrocentricky, fec. Akros=vrchni, telos=konec). Centromera

je na konci, chromozém ma jen dlouhé ramena.

V buiice jsou vzdy dva chromozomy funkéné a tvarové shodné. Nazyvame je
chromozomy homologni. Tyto homologni chromozomy spolu tvoti chromozomovy par.

(Dostal, 1995)

Na kazdém chromozomu je velké mnozstvi gend. Geny umisténé na jednom
chromozomu se dédi spole¢n€, na riznych nezdvisle na sobé. Geny lezici na paru
chromozémul proti sob& (genlocus), tvoii funkéni dvojici a nazyvaji se alely. Jsou-li
kvalitativné totozné, je tento par i jimi ur€ovana vloha homozygotni (v genetickém vzorci se
oznacuji stejné velkym pismenem — NN nebo nn). Lisi-li se kvalitativné, je takovy par alel
i vloha, ktera je navenek stejnd, heterozygotni. Vysledna vlastnost je totiz urena tim genem
z paru alel, ktery je prirazngjsi, ptfevazujici — dominantni. Ve formulich se proto oznacuje
velkym pismenem. Jeho ,,slabsi* protéjSek je recesivni a zna¢i se malym pismenem.

(Martinek, 2000)

Jsou znaky a vlastnosti, které kontroluje jen jeden gen, dva, ptipadné n¢kolik malo
genl. Naproti tomu jsou znaky a vlastnosti, které jsou kontrolované velkym mnozstvim genii
a jesté navic je jejich vyvoj vice nebo méné ovlivnén podminkami vné&jsiho prostredi.

(Dostal, 2007)



Znaky, které jsou kontrolovany jednim ¢i n€kolika mélo geny (majorgeny, geny se
silnym u¢inkem) se nazyvaji znaky kvalitativni. Jsou jednoduSe dédény (dle Mendelova
zakona) a jsou minimalnim zpiisobem ovlivnény vlivem prostiedi. Pfikladem takového znaku
je tfeba zbarveni srsti. Znaky kontrolované velkym mnozstvim genti (polygenti, minorgenti —
genit malého ucinku) jsou znaky kvantitativni. Takovym znakem je napiiklad kohoutkova
vyska. Kvantitativni znaky jsou velkou mérou ovlivnény podminkami prostfedi, v némz se
organismus vyviji. U téchto vlastnosti se zjituje koeficient hertability — h® | koeficient
dédivosti, jenz vyjadiuje jakym podilem se na fenotypu podili geny a jakym podilem

podminky prostredi.

Uvadi se, ze pes ma 20 439 genil, coz je méné nez ma Clovek. Tyto geny €ini pouze
5% celé DNA. Vétsi cast DNA tedy nic nekoduje. Pocet poznanych gend neni vSak
pravdépodobné konecny. Dalsi studie jisté pfinesou dalsi objevy. Genom psa je o 18% mensi

nez genom c¢lovéka a o 6% mensi neZ mysi genom.

Protoze pes je teprve patym savcem ze zhruba 5500 druhi savcet zijicich na nasi zemi,
ktery md genom analyzovany, neni toto srovnani nijak pfekvapivé. Jen asi 0,2% DNA je
velmi konzervativni ¢ésti, ktera se nachazi u vSech ZivociSnych druhli a nekoduje strukturu
zadného proteinu. Moznd Ze rozhoduje jen o tom, Ze tento organismus je zivoCich a ne

rostlina, hmyz, bakterie ¢i néco jiného.

Bylo-li uvedeno, ze je znam kompletni genom psa, jde o analyzu necelych 99%
molekuly DNA. Zbytek tvori Cast, kterd asi také nic nekdduje a jejiz objasnéni vyzaduje
vyvoj novych metod. Jde o tseky, ve kterych se opakuje stale stejnd baze, a neni jesté mozné

piesné zjistit, kolikrat se toto opakovani vyskytuje.

Mezinarodni tymy védct objevily a popsaly 2,5 miliontt polymorfizmi u psi.
Polymorfizmy jsou zmény (odchylky) ve slozeni DNA, které mohou ¢i nemusi byt pti¢inami
fenotypickych odchylek, ale nékteré asi jsou pfi¢inou toho, Ze dnes zndme vice nez 400
riznych plemen pst odlisnych exteriérem i chovanim, velikosti a pracovnim vyuzitim, ¢i
jsou zodpovédné za rozvoj dédi¢nych chorob a defektii. Uvadi se, Ze u pst je popsano okolo
500 dédi¢nych chorob, které jsou obdobné jako u ¢lovéka, ale jen cca 50 je jich dokonale
objasnéno az na molekuldrni arovni, to znamena, ze jen u téchto dédi¢nych chorob je

popséna piicinnd mutace DNA (odchylka v jejim sloZeni).



Dnes zname 2 385 199 138 part bazi genomu psa. Baze jsou heterocyklické dusikaté
slouceniny/puriny: adenin (A) a guanin (G) a pyrimidiny: Thymin (T) a cytosin (C)/. DNA
(deoxyribonukleové kyselina) je slozena z uvedenych 4 bazi ( v nejriznéjSich kombinacich
za sebou), kyseliny fosfore¢né a pétiuhlikatého cukru (deoxyribézy). Molekula DNA je
dvouvlaknova, usporadand ve dvousroubovici (pro piedstavu jde o zebtik stoceny podle své
osy jako zéavit na Sroubu), kde jsou jednotliva vldkna DNA spojena vodikovymi mustky tak,
ze A s T poji dva vodikové miistky a tfemi vodikovymi mustky je spojen C s G. To dava této
molekule urcity fad. Gen pak neni nic jiného nez urcity kus DNA, ptficemz vzdy jedno
vlakno je kédujici (urcujici), ktera aminokyselina bude zabudovana do polypeptidického
fetézce bilkoviny — enzymy a ten pak plni urcitou funkci v organismu (néktery néco Stepi,
jiny spojuje, n€ktery urychluje reakci a podobnég), (Parker, 2004, Ostander, Kluglyak 2004,
Ostander et al 2006, Dostal, 2006).



3.2. Mikrosatelity

3.2.1. Definice mikrosatelitii

Mikrosatelit se skladd ze specifickych sekvenci DNA bazi nebo nukleotidl, ktery
zahrnuje mono, di, tri nebo tetra tandemova opakovani. Naptiklad AAAAAAAAAAA mize
byt uvadéno jako (A);, GTGTGTGTGTGT mize byt zminéno jako (GT)g,
CTGCTGCTGCTG muze byt zminéno jako (CTG)s, ACTCACTCACTCACTC muze byt
zminéno jako (ACTC),4, V literatuie mohou byt také nazyvany prosté sekvence opakovani
(SSR), kratké tandemové opakovani (STR) nebo variabilni ¢islo tandemového opakovani.
Alely ve specifickém misté (lokus) se mohou lisit v ¢isle (poctu) opakovani. Mikrosatelity, to

znamena pocet opakovani, je dédéno podle Mendelova zakona. (www.woodrow.org)

Nékteré repetivni sekvence maji charakter retropozonii. Smysl existence repetivnich
sekvenci (n€kdy oznacované jako genomové ,,smeti“) neni znam. Tyto sekvence jsou bud’
rozptylené po genomu nebo jsou soustiedény tandemové v urcitych Castech chromozomt,
napf. v koncovych segmentech (telomérach) nebo jsou kolem centromery. Pokud jsou
v genomu rozptyleny a jsou vytvareny jednoduchymi motivy a kratkymi repeticemi (napf.
dvojnukleotidovy motiv. CACACA ...CA, . kde n = 30 — 100) oznacujeme je jako
mikrosatelit, mikrosatelitni DNA. Jedinci se li$i poctem repetici (tedy délkou mikrosatelitu,
kterou lze zjistit elektroforézou). Vyuzivaji se k identifikaci rodiCovstvi, pravosti odrud,

mapovani genomu a nepiimé diagnostice. (Hruban, Majzlik, 2007)

Elektroforéza je metoda déleni latek ve stejnosmérném elektrickém poli. Délena latka
se nanese na gel, ktery funguje jako sito, napt. agar, polyakrylamid aj. DNA, RNA, protein
aj. putuji vzdy smérem od ,,-“ k ,,+ a o jejich pohyblivosti rozhoduje velikost fragmentt,
kratké jsou rychlejsi. U proteinii smér a rychlost zavisi navic na pH pufru, izoelektrickém
bodu latky aj.). Vysledkem elektroforézy v zavislosti na velikosti DNA fragmentt (poctu
repetic daného motivu) jsou rtizné¢ pohyblivé prouzky DNA, které po obarveni tvoii mnohdy
velmi slozit¢é vzory podle nichz je mozné identifikovat jedince podobné jako pomoci
daktyloskopie (v populaci je obtizné najit identicky DNA vzor). Metoda identifikace
s pouzitim minisatelitnich repetitivnich sekvenci se oznacuje jako DNA finger-printing nebo

téz jako metoda DNA otiskti. (Hruban, Majzlik, 2007)



Mikrosatelit miize byt nazyvan 1 jako ptivések DNA. Podobna mikrosatelitni DNA je

minisatelitni DNA, lisi se v§ak v délce neboli poctu opakovani.

Minisatelitni DNA — lokalizovana ptfedevSim na telomérach, je tvorena slozitéjSimi
motivy DNA sekvenci, které se opakuji mnohotisickrat (nékdy az 1 . 107) a jsou vysoce
polymorfni. Jedinci se sice li§i poCty opakovani motivll jako u mikrosatelitni DNA, ale
k detekci genetického polymorfizmu se pouzivd restrikéni Stépeni endonukledzami a

k zviditelnéni minisateliti se uzivaji oznacené DNA sondy. (Hruban, Majzlik, 2007)

3.2.2. Polymorfizmus mikrosatelitni DNA

Jde o opakovani jednoduchych motivii v sekvenci, napt. dinukleotidovd opakovani
(CA) a jsou jen vnékolika desitkach kopii, pficemZz jedinci se li§i podobné jako
u minisatelitni DNA poctem opakovani. Jsou velmi uzite¢né pro mapovani, protoze jsou
pravidelné roztrouseny po genomu. Dne$ni kompletizované genetické mapy (tj. zbyvajicich
95% nekodujicich sekvenci v genomu) jsou zaplnény piedev§im mikrosatelitnimi
polymorfnimi markery. K detekci mikrosatelitniho polymorfizmu neni potieba restrik¢niho
Stépeni endonukledzou. Pokud mikrosatelitni sekvenci pfemostime na obou koncich primery,
polymorfizmus Ize urcit pomoci PCR. Produkty PCR od riznych jedinci se budou lisit
délkou. Protoze jak v ptipadé¢ bodového, tak repetitivniho polymorfizmu jsou vysledkem
ruzn¢ dlouhé fragmenty DNA, coZ oznacCujeme obecné jako polymorfizmus délky DNA
fragmentii. Pokud je vymezeni délky urCité¢ho fragmentu zavislé na restrikénim S$tépeni
endonukledzami (vétSina bodového polymorfizmu a polymorfizmu minisatelitni DNA),
oznacujeme jej jako polymorfizmus délky restrikénich fragmentti nebo zkracen¢ jako RFLP

(z angl. restriction fragment lenght polymorphism).
Bodovy polymorfizmus

Principem jsou rozdily mezi jedinci dané zaménou baze v homolognim mist¢ DNA.

Vznikl bodovymi mutacemi (tranzice, transverze)

10



Repetitivni polymorfizmus

Podstatou tohoto polymorfizmu je existence variabilnich a hypervariabilnich
opakujicich se sekvenci v genomu. Jedinci se od sebe liSi poctem opakovani urcitych
sekvenci tak, jak jdou tandemové za sebou. Obvykle se rozliSuje tzv. polymorfizmus
minisatelitni a mikrosatelitni DNA. Repetitivni sekvence nekoduji proteiny a jejich

polymorfizmus vykazuje pfevazné mnohocetny alelizmus (alelické série).
Tranzice
Bodova mutace zaménou purinovych bazi mezi sebou (G za A) nebo pyrimidinovych

bazi mezi sebou (C za T, nebo U).

Transverze

Je zdména purinové baze za pyrimidinovou a naopak (bodova mutace).
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3.3. Funce mikrosatelitu

Pro¢ mikrosatelity existuji?
Maji mikrosatelity néjakou funkci, nebo jsou prosté jen nepotiebna ,,vetes DNA? To

jeste neni zcela presné znamo. Tady jsou n¢jaké sou¢asné domnénky:

1. Mikrosatelity jsou ,,vetes* DNA a zména je pirevazné prirozena.

Mikrosatelity obvykle nemaji zadny efekt na fenotyp a kdyz mutuji, je to Skodlivé,
ane uzitetné. U lidi, 90 % zndmych mikrosateliti jsou nalezeny v nekddujici oblasti
genomu. KdyZ nalezneme mikrosatelity u lidi v kédujici oblasti, mohou byt nékteré jejich
alely ve vazbé spfiCinnymi mutacemi dédi¢né choroby. Zajimaveé, kdyz nalezneme
v kodujici oblasti, mikrosatelity jsou obvykle trinukleotidové opakovani. Jedna moznost
vysvétleni je, ze kazdy dalsi typ jiného nukleotidového opakovani nez trinukleotidové, mtze
byt také Skodlivé pro kodujici oblast, protoze to mize zplisobovat mutaci posunem faze

translace.

2. Mikrosatelity zajist’uji nezbytny zdroj genetické proménlivosti.

U bakterii je za pfi¢inu zmény v alelach mikrosateliti v kodujici oblasti povaZzovana
adaptivita v odlisném prostiedi. Jinak, kratka alela miize byt ptizptisobiva v jednom prostiedi
a dlouhd alela s mnoha opakovanimi muze byt adaptivni v jiném prostiedi. Specificky, kratké
proteinove vlakno muze délat bakterii méné ,,choulostivou* a delsi vlakno ji mtze délat vice
,,choulostivou a vice patogenni (Moxon and Wills, 1999). Tudiz, zména délky vldkna muize

ptikladné zajistit pteziti populace bakterii ve zménénych podminkach prostiedi.

Similary et al. (1999) véri, ze mikrosatelitni zména muze byt cesta ke kompenzaci

za ztratu genetické variability zplisobenou genetickym driftem a selekci.

3. Mikrosatelity mohou pomahat regulaci genové expesi a bilkovinné funkei.

Kashi and Soller (1999) také uvazuji, ze mikrosatelity mohou mit regulacni tlohu
v genove expresi. Ty jsou nalézany blizko kodujicich oblasti gent kontrolujicich riizné
proteinové funkce a genetické aktivité. Napiiklad Drosophila mé v period clock genu dvé
majoritni varianty (Thr-Gly);7 a (Thr-Gly),. Dvé varianty jsou dédény ve dvou vysoce

vyznamnych klonech a bylo ukdzano, ze mohou byt funk¢né¢ adaptivni.
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3.4. Vyvoj mikrosatelitii
3.4.1. Evoluce mikrosatelitit

Mikrosatelity jsou zna¢né variabilni. V jednom lokusu, miiZzete mit deset riiznych
opakovani, ale jedinec mize mit 15 nebo 20 opakovani, pokud je homozygot, nebo ob¢

opakovani, pokud je v daném mikrosatelitnim genu heterozygot. Proc?

Vyvoj prosté¢ znamend zménu. Mikrosatelitni alely se méni (mutuji). V populaci, tak
muze existovat mnoho alel jednoduchych mikrosatelitnich lokusti. Mikrosatelitni alely se 1i8i
v ¢isle opakovani. Naptiklad, jedna alela mize mit sedm opakovani CT a dalsi alela miize
mit 8 opakovani. V populaci, tam mulZze existovat mnoho alel (az do sedmdesati nebo
osmdesati!) téhoz mikrosatelitu a v jediném lokusu,to mize byt jinak, napiiklad jen dvé
alely. Homozygot bude mit stejnd cisla opakovani na obou chromozomech, kdezto
heterozygot bude mit rozdilna ¢isla opakovani. Okolni region mikrosatelitniho lokusu, je
nazyvan obklopujici region, mize pordd mit stejné sekvence. Toto je dulezité pro PCR
reakci, protoZe obklopujici region muize tudiz byt uzivan jako PCR primery, a ty mohou byt
pouzity u stejného druhu nebo nékdy dokonce i mezidruhové. Na nésledujicim schéma je
ukdzano, jak jsou sekvence dvou molekul DNA mikrosatelitu reprezentovany na dvou

homolognich chromozomech diploidniho organismu.

Homozygot: (Obé vldkna maji sedm CT opakovani)
...CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTATCGGTACTACGTGG...

...CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTATCGGTACTACGTGG...
5’obklopujici region mikrosatelitni lokus 3 obklopujici region

Heterozygot: (Jedno vlakno mé sedm opakovéani a dalsi ma osm opakovani)

...CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTATCGGTACTACGTGG...

...CGTAGCCTTGCATCCTTCTCTCTCTCTCTCTCTATCGGTACTACGTGG...
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Jak byly tyto rozdilné alely vytvoieny? Mutaci! Domnivame se, ze mikrosatelity
mutuji 100 az 1000 krat castéji nez napiiklad kodujici sekvence. To déla mikrosatelity
uzitecné pro studium evoluce v kratkych asovych rozpétich (stovky nebo tisice let), kdezto
nahrazeni pard bazi v kodujicich tsecich jsou spise uzitecné pro studium evoluce pres dlouha

Casova rozpéti (miliony let). (www.woodrow.org)

3.4.2. Proc¢ mikrosatelity mutuji tak rychle?
Pro mutaci mikrosatelitil existuji dvé hypotézy, které ji vysvétluji.

1. ,,Polymerazovy skluz“ nebo ,,sklouznuté vlikno — chybné parovani*

Kdyz se DNA replikuje, polymeraza ztraci stopu tohoto mista a jedno ze dvou vlaken
ma odlisné ¢islo opakovani nez piivodni vldkno. Pro vybornou ilustraci toho, jak tento skluz
muze nastat se podivejte na ¢lanek o DNA mikrosatelitech: Agenti evoluce? — tento ¢lanek
chei doplnit. Motiv tohoto ¢lanku je zaméfen na vysvétleni malych zmén v Cisle opakovani

(ptipojeni nebo nahrazeni jedné nebo vice opakovani).

2. Unequal crossing — over béhem meiozy
Toto je myslenka vysvétlujici vice drastické zmény v pocétech opakovani. V diagramu
dole, chromozom A ziskal ptili§ mnoho opakovani béhem crossing-overu a chromozom B

ziskal také nékolik opakovani.
MODELY MIKROSATELITNICH MUTACI (Jarne and Logoda, 1996)

1. Postupny mutaéni model (SMM)

Tento model vysvétluje, ze kdyz mikrosatelity mutuji, ziskdvaji nebo ztraceji pouze
jedno opakovani. Toto predpoklada, ze pokud se dvé alely 1isi v jednom opakovani, jsou
blize pifibuzné (maji vice nedavnych béznych piedkil) nez alely odliSné v mnoha
opakovanich. Velikost alel urcuje statistické struktury subpopulaci. Geneticka vzdalenost
téchto subpopulaci je nazyvana Rst. SMM je vSeobecné preferovany model, kdyz pocitdme

vztahy mezi jedinci a populacni substrukturou, ackoliv i tam je problém homoplazy.
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Homoplaza

Ptedpokladejme, Ze studujeme populaci a najdeme v ni Ctyfi jedince. Tti z nich maji
stejny genotyp a jeden ma genotyp odlisSny. Toto by mohlo naznacovat, ze tii se stejnym
genotypem jsou navzajem blize ptibuzni nez ti ostatni. Avsak, toto nemusi byt nutné pravda.

(www.woodrow.org)

K lepSimu pochopeni tohoto ptipadu poslouzi schéma dole.

Hvézdicka naznacuje mikrosatelitni mutaci.

Obr. 1.: Schéma populaci

V tomto schématu, populace 1 dava vznik dvéma populacim, populaci 2 a 3.
V populaci 3 byla postupnd mutace, takze ted’ jsou tam ¢tyii CAG opakovani namisto tii.
Populace 3 dala vznik dalsim dvéma populacim, populaci 6 a 7. Populace 6 jedno opakovani
ztratila, takze nyni ma tfi CAG opakovani. Problém je, Ze populace 4, 5 a 6 maji stejnou alelu

v tomto mikrosatelitnim lokusu, ptesto vznikly odlisnym vyvojem. My miizeme fict, ze jejich
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alely jsou stejné, ale nemaji stejny pavod. Kdyz védci zkouseli pouze tento jeden lokus
mylné usoudili, Ze populace 6 je blize ptibuzna k populaci 4 a 5 nez k populaci 7. (Védci

obvykle maji ptistup ke genotypu soucasné generace nebo vrcholu fady)

Tento tkaz, kdyz dvé alely jsou identické v postaveni ale ne v piivodu je zndm jako
homoplaza. V populacnich studiich, homopldza mlZze vést k podcenéni odchylky. Cesta
k objeveni homopldzy by byla zkouSeni mnoha dalSich lokusi. Homoplaza je ale potad
myslenka, kterd mé maly efekt na populace v krat§im casovém useku (stovky generaci)

a postupny populac¢ni model je potad preferovany model. (Goodman, 1998)

2. ,,K“ model alel

Tento model objasiiuje, Ze mikrosatelit miize mutovat v jednu z ,,K* alel, ndhodné.
Tudiz, to neptedpoklada, ze osm opakujicich se sekvenci nezbytné mutuje jen do sedmi nebo
deviti opakujicich se sekvenci. Je zrovna tak pravdépodobné, Ze mize mutovat v patnact

opakujicich se sekvenci.

3. Model nekonecnych alel

Kazdd mutace muze nahodné vytvofit n¢jakou novou alelu. Alela o patnacti
opakovanich mlze byt pravé tak blizce piibuznd alele o deseti opakujicich se sekvencich
jako alela o jedenacti opakovanich. VSechno tohle znamend, Ze tyto jsou rozdilné alely.

Jinymi slovy, velikost neni diilezita. Tento statisticky model je nazyvan Fst.
Protoze mikrosatelity mutuji rychle, mohou byt vyuzivany ke studiu nedavnych

evoluci v populacich, ptfibuznosti populaci (mikrosatelitnich identifika¢nich znakii pro

rozdilné jedince) a soudnictvi. (Www.woodrow.org)

16



3.5. Kde a jak je mozZno vyuzit mikrosatelity

3.5.1. Aplikace mikrosatelitu

Protoze mikrosatelity jsou Siroce rozptyleny v eukaryotickém genomu, jsou vysoce
variabilni a jsou analyzované pomoci PCR reakce. PCR metoda vyzaduje pouze nepatrné
mnozstvi vzorku. Mikrosatelity mohou byt vyuzivany v mnoha rozdilnych oblastech

vyzkumu jako naptiklad:

Soudnictvi — Mikrosatelitni lokusy, plivodné znamé v soudni aplikaci jako kratka
tandemova opakovani, jsou Siroce uzivana pro soudni identifikaci jedince a ovéfovani
ptivodu a jsou predominantnimi genetickymi znaky v této oblasti aplikace. V piipadech
soudni identifikace jedince, je cil typicky spojit genetické znaky podezielého se znaky
vzorku krve, semene nebo vlast vzatym ze zloCinu. V opa¢ném ptipad¢é cilem mulze byt
spojen vzorek nalezeny na obleceni podezielého s obéti. Ovéreni piivodu v kriminalni praci
muze vyzadovat vySetieni otcovstvi, aby se prokazalo znasilnéni nebo incest. Dalsi aplikace
vyzaduje spojeni DNA vzorka s piibuznymi ztracenych osob. Protoze délky mikrosatelit se
1i$1 u riznych osob a jsou dédi¢né, kriminalisté je mohou velmi dobie pouZzivat k identifikaci
kriminalnikt, ovétovani ptivodu jako postup znamy jako DNA profilace nebo ,,otisk prstu.
Mikrosatelitni systémy jsou atraktivni a diilezité pro jejich relativné snadné vyuziti, typicnost
a vysokou urovenl polymorfizmu. Schopnost uplatnit PCR 1 v minimalnim mnozstvi vzorku
je obzvlast¢ moznad v krimindlnich ptfipadech,kdy je ziskan pouze nepatrny vzorek

biologického materialu.

Diagnosy a identifikace dédicnych chorob — Protoze mikrosatelity jsou vyrazné

polymorfni mohou nékteré jejich alely slouzit jako uzitecné znaky pro casné odhaleni
rakoviny, pokud je prokdzano, Ze jsou ve vazbé s nékterym rakovinovym genem. Protoze
jsou polymorfni, a jich popsdno vice jak 150.000, jsou studovéna vazbova spojeni s geny

zodpovédnymi za rizné genetické vady, defekty a dédi¢nymi chorobami.

Populaéni studie — Pfi pohledu na zmény frekvenci mikrosatelitti v populaci, mohou

byt délany zavéry o populacni skladbé a rozdilech, genetickém driftu, genetickych

nedostatcich a dokonce o datovani poslednich spole¢nych predkli v evoluénim vyvoji.
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Konzervativni biologie — mikrosatelity mohou byt pouzity ke zjiSténi neocekavanych

zmén v populaci. Mikrosatelity jsou rovnéz pouZzitelné v urceni novych a zacinajicich

populaci. (www.woodrow.org)

Identifikace zvitat - Protoze polymorfizmus DNA je o nckolik fadi vySs$i nez
u proteinll, je vyhodné vyuzivdn ke kontrole rodiCovstvi u zvifat. Na rozdil od dfive
pouzivanych proteinovych znaki, které maji pti kontrole hodnotu jen vylucovaci (krevni
skupiny u zvifat), DNA polymorfizmus poskytuje nesCetné varianty, takze jeho hodnota je
mnohdy identifika¢ni. Fingerprinting nebo spiSe polymorfizmus mikrosateliti se stavaji

béznou soucasti dokladl o piivodu plemenaisky cennych zvitat.

Aneuplodie
Je odchylka od normélniho poc¢tu chromozému (chybéni nebo nadbytek jednotlivych

chromozdému v parech).

Aberace
Je odchylka od normalniho tvaru a funkce chromozému. Patologickd zména tvaru

chromozdému (delece, translokace, centricka fuze aj.)

Delece

Je zkraceni chromozomu (ztrata ¢asti DNA).

Translokace
Je pfemisténi chromozomového segmentu (na homolognich chromozdémech nebo

mezi heterolognimi chromozémy).

Centricka fuize=Robertsova fiize (translokace)
Je stiedové spojeni dvou akrocentrickych (telocentrickych) chromozomi. Casta

pric¢ina aneuplodii. (Hruban, Majzlik 2007)

Psi genom sprimérmym vepsanim o velikosti 16 kb byl tfidén pfi rozsahu
mikrosatelitni sekvence urcujici relativni frekvenci téchto opakovani (Rothuiren et al., 1984).
Nejfrekventovanéj$i opakovani byla (CA)n (CT)n, ktera byla pfitomna piiblizné kazdych

43 kb. Naproti tomu vzdalenost mezi mikrosatelity o tfech nebo Ctyfech nukleotidech byla
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prumérné 320 kb. Zajimavé je, ze u GAAA sekvence o Ctyfech nukleotidovych opakovanich
byl nalezen extrémni polymorfizmus u pst, coz je dulezitym faktorem ve zkouSeni
mapovych zvlastnosti u druh@ jako je pes sjeho rozvrstvenymi populacemi plemen
(Francisco et al., 1996). Tito autofi oznamili, Ze tetranukleotidové opakovani bylo pfitomno
asi jednou za kazdych sto az dvé st¢ kb v psim genomu. Psi mikrosatelity byly znacné
uzivany ke zkouSeni plemenné struktury (Fredholm and Wintero, 1995), (Pinkanen et al.,
1996, Zajc et al., 1997) jsou zkouSeny jako neocenitelné markery pro uziti ptfi ovéfovani

puvodu (Ruvinsky and Sampson, 2001).

Testovani zaloZené na polymorfizmu mikrosatelitu

Praktické problémy systémi zalozenych na testovani minisateliti byly nyni do zna¢né
miry prekondny presmérovanim mikrosateliti jako alternativniho zdroje variability DNA
ve srovnani s minisatelity, plan psiho genomu byl vytvofen stovkami mikrosatelitnich
lokusti, takZze miize byt vyuZzivan pro ovéfovani pivodu. Dva kolektivy autori (Zajc et
al.,1994) a (Binns et al., 1995) ukazuji efektivnost mikrosateliti jako nastrojii pro ovétevani
puvodu u pst. Toto bylo potvrzeno. Je to relativné jednoducha metoda, protoze PCR produkt
muze byt snadno pouzit pro automatickou analyzu na sekvendtoru DNA (Ruvinsky and

Sampson, 2001).

Vzorky DNA matky, §ténat a potencionalniho otce jsou pouzity v PCR reakei.
Namnozeny produkt touto reakci je v souladu se skutecnou velikosti alely. V jednom
systtmu (Zajc et al., 1994) nebyly primery oznaeny a PCR produkt rozdéleny
na polyakrylamidovém gelu, byl obarven pouzitim ethidium bromidu. Pouzivangjsi systém je
ten druhy (Binns et al., 1995), kde primer nese fluerescentni piivések a tim je umoznéno, aby

alely byly urCeny jiz na automatickém DNA sekvenatoru (Ruvinsky and Sampson, 2001).
Domnivam se, Ze u nas je pouzivanéjsi prvni zpisob analyzy podle Zajce et al.,(1994)
a to s neoznacenymi primery a naslednym barvenim roztokem ethidium bromidu. V nasem

piipad¢ byly mikrosatelity testovany touto metodou.

Analyza zahrnuje wuziti odlisSného cisla mikrosatelitnich lokust. Velikost alel

srovnavajici DNA matky a $téiat pozna rodicovskou alelu u sténat. Kazdy potencidlni otec
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muze pak byt vyloucen z biologického otcovstvi. Falesny otec obvykle neni vyloucen

na zéakladé pouze jednoho mikrosatelitniho loku (Ruvinsky and Sampson, 2001).

3.5.2. Mikrosatelity a choroby

DNA diagnostika

Polymorfizmu DNA je soucasné vyuzivano v lékaiské a veterinarni diagnostice.
Zatimco cytogeneticka vySetfeni dovolovala urcit jen hrubé morfologicky rozpoznatelné
odchylky (chromozémové aberace, aneuploidie)), DNA diagnostika umoziiuje detekcei
genovych mutaci a spolehlivé uréeni heterozygotli — prenasect recesivné dédicnych poruch.
Soucasné jde o stovky znamych defekti, pricemz desitka gend se jiz rutinné testuje v lidské
diagnostice béhem téhotenstvi. Stejny pocet gent je jiz vyuzivan ve veterinarni diagnostice
(detekce mutace projevujici se praseCim stresovym syndromem, defekt imunity
u holstynského skotu, metabolické defekty u skotu a ovci atd. ). DNA polymorfizmus je
souCasn¢ vyuzivan k detekci patogend (od virti pocinaje, pies bakterie, prvoky, houby az
po velké parazity). Vyhodou je rozpoznani druhti, které morfologicky nelze rozlisit. (Hruban

a Majzlik, 2007)

Mikrosatelitni sekvence jsou opakujici DNA sekvence. Naptiklad v jedné ¢asti
z chromozomu ¢islo 4, CAG nukleotidy jsou opakovany mnohokrat. (napf.
CAGCAGCAGCAQ). Jestlize trinukleotidy jsou opakovany mnohokrat, mohla by to byt
pfi¢ina Huntingtonovy choroby c¢lovéka v dospélosti. Dalsi choroby opakovanim
trinukleotidt jsou také znamy jako pficina neurologickych poruch. V dnesni dob¢ se ukazalo,
ze Ctrnact neurologickych poruch je vysledek expance trinukleotidovych opakovani, které
roz§ifuji tfidy téchto nemoci. Choroby zpiisobené opakovanim trinukleotidovach sekvenci
mikrosateliti mohou byt kategorizovany do dvou subtiid zakladajicich se na lokaci
trinukleotidovych opakovani: choroby zahrnujici nekodujici opakovani (nepiekladajici
sekvence) a choroby zahrnujici kodujici sekvence (exony). V hlavnich trinukleotidovych
poruchach jsou bud’ dominantné¢ dédi¢né nebo vazané na chromozomem X, s jednou
vyjimkou, kterou je Friedrichova ataxie, kterd je autosomalné recesivni (Goldstein and

Schlotterer, 1999; Cummings and Zoghbi, 2000).
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Ne vSechny choroby jsou zpusobeny chybou v jednom genu. Nékdy miize byt
ptfi¢inou choroby poSkozeni mnoha genti, napiiklad u schizofrenie. Pro tyto choroby byly
pouzivany mikrosatelitni sekvence jako markery pro lokalizaci nemocného regionu urc¢itého
chromozomu. Tato metoda je nazyvana pozi¢ni klonovani. Mikrosatelitni markery jsou
ve vazbé s pri¢innou mutaci dédicné choroby, genovou korelaci a pti analyze téchto markert

uvniti rodin miizeme ptedpovidat, jak bude nemoc dédi¢na. (Risch, 2000).

Priklady chorob poskozujici trinukleotidova opakovani

Huntingtonova choroba
Symptomy: Pozd¢jsi vyskyt demence a ztraty motorické kontroly, je tanec sv. Vita,

vyskytujici se po 10 — 20 letech stafi. Motorickym poruchdm casto predchazi nebo jsou
doprovazeny pamétovymi deficity, poklesem poznavacich schopnosti nebo zménami
v osobnosti. U mladych lidi je vyskyt této choroby vziacny, pacient vykazuje ztuhlost,

bradykinesii, epilepsii, prudkou demenci a zrychleny priibéh choroby.

Vliv mikrosateliti: CAG kodujici opakovani v prvnim exonu HD genu. Normalni
gen zahrnuje 6 az 35 opakovani a zasazeny gen ma 36 az 121 opakovani. U dospélych
nastane typicky projev onemocnéni, kdyz opakovani zahrnuje 40 az 50 jednotek, kdezto alely
zahrnujici vice jak 70 opakovani znamend prudsi mladistvou formu choroby. Mikrosatelit
kontroluje pfidani aminokyseliny glutamin do huntingtinovy bilkoviny.

Chromozomové mapovani: chromozom ¢islo 4

Zalomeny chromozom X

Symptomy: Mentalni retardace, dlouhé a ndpadné usi a cCelisti, pronikava fec,
hyperaktivita, chudy o¢ni kontakt a stereotypni pohyby ruky (naptiklad: mavani a Stipani). Je
zasazen jeden ze 4.000 samcul, samic je zasaZzeno mén¢ v zavislosti na poméru bunck

s normalnim X chromozomovou aktivitou k abnormalni X chromozomové aktivite.

Zapojeni mikrosateliti: Opakovani je CGG v nekodujici oblasti genu FMR2
anormdlni je 6 az 53 opakovani. Nemoc se vyskytuje, kdyz pocet opakovani je mezi 60 -
200.

Chromozomové mapovani: chromozom X
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Myotonicka dystrofie

Symptomy: DM je nejprudsi forma této choroby zahrnujici nizky tlak, dychaci
uzkost pfi narozeni a vyvojové abnormality. Napor u dospélych zahrnuje proménlivou ztratu
mentalni funkce, myotinii, svalovou slabost a postupné svalové pustoseni. Dalsi rysy mohou
zahrnovat obli¢ejové dysmorfologie, soucasné Sedy zakal, testikularni atrofie, predCasné
pleSaténi u muzl, selhdni ledvin, nadbyte¢nd sekrece inzulinu a srde¢ni pifenosové

abnormality.

Zapojeni mikrosateliti: CTG opakovani v nekodujici oblasti genu DMPK.
Normalni je pocCet opakovani je mezi 5 a 37, choroba mize zahrnovat od 50 do tisict
opakovani.

Chromozomové mapovani: chromozom ¢islo 19

Spinalbulbarni svalova atrofie
Symptomy: Neurologicka degenerace vedouci k obtiznostem pii mluveni, artikulaci
a polykani, svalova slabost a zakrnéni. Znaky mirn¢ androgenni necitlivosti jsou typické

u adoscelentu.

Zapojeni mikrosateliti: CAG opakovani v prvnim kédujicim exonu androgenniho
receptoru (AR) genu. Pocet opakovani mezi 9 a 36 je normalni, choroba se vyviji u lidi s 38
az 62 opakovanimi

Chromozomové mapovani: chromozom X, recesivni

Fridrichova ataxie
Symptomy: Ataxie, oslabeny Slachovy reflex, ztrata pozicniho a kyvavého smyslu,
disartikulace (nezietelna fec), kardiomyopatie, diabetes mellitus (cukrovka), zakrnéni zraku,

skolioza patefe a kosterni abnormality. Nemoc se vyskytuje v ¢asném détstvi.
Zapojeni mikrosatelitii: CAG opakovani v nekddujici oblasti genu X25. Normalni

gen obsahuje 7 az 34 opakovani. Nemocny gen ma od 34 do 80 opakovani.

Chromozomové mapovani: Chromozom ¢islo 9, recesivni
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PRIKLADY CHOROB KONTROLOVANYCH GENY VE VAZBE S MIKROSATELITY

Schizofrenie a bipolarni porucha
Symptomy: Schizofrenie je charakterizovana sluchovymi a zrakovymi halucinacemi

a iluzemi, symptomy bipolarni poruchy zahrnuji hrozné vykyvy nalady mezi manii a depresi.

Zapojeni mikrosatelitii: Uzitim 388 mikrosatelitnich markerG uvnitf osmi rodin,
vyzkumnici (Bailer et al., 2002) nalezli vnimavost lokusu pro obé choroby, schizofrenii
i bipolarni poruchu na chromozomu 3.

Chromozomové mapovani: Chromozom ¢islo 3

Vrozena celkova hypertrichosa
Symptomy: Vzicna  porucha vlasového rlstu, charakterizovana nadmérnym

vlasovym rstem ve tvaii a ve vrchni Casti téla, nékdy nazyvany jako vlkodla¢i syndrom.

Zapojeni mikrosatelitii: Uzitim hypervariabilnich mikrosatelitnich markerd,
vyzkumnik (Figurea et al., 1995) lokalizovali gen v ¢asti chromozomu X.

Chromozomové mapovani: chromozom X, dominantni

Astma a bronchiélni hypercitlivost
Symptomy: B&zné respiracni potize charakterizované stalymi piihodami kaslani,

zadychavani se a dusnosti.

Zapojeni mikrosatelitii: Zdanlivé astmatickd nachylnost byla identifikovana na genu
ADAM33 v oblasti chromosomu 20 (Van Eedewgh et al., 2002).

Chromosomové mapovani: chromosom cislo 20

Detekce rakoviny

Pomér mikrosatelitniho zvétseni (to, Ze je zvysSen v po¢tu opakovani) nebo zmensSeni
(snizeni v ¢isle opakovani) v buiice je zvySeni vyskytu nékterého typu rakovin, kvili defektu
v enzymech, které opravuji chyby v DNA. Casna klinicka detekce nékterych typli rakoviny
tlustého stfeva nebo mocového méchyte uzivajici zmény v poctu mikrosatelitnich
opakovanich byla  uspé$na. (Yonekura et al.; 2002, Moxon and Willis; 1999),

(www.woodrow.org)
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4. MATERIAL A METODIKA

K tomu, abychom mohli studovat mikrosatelity a jejich vhodnost ¢i nevhodnost
pro ovétovani ptivodu u psl, musime nejprve udélat né€kolik velice diilezitych ukolt. Jako
prvni musime ze spravné odebrané krve do zkumavky s ptfipravkem proti srazeni krve,
vétSinou to byva EDTA, izolovat DNA. DNA je mozZno izolovat i zjiného biologického
materidlu jako naptiklad z cibulky chlupu ¢i jiné tkané. Dnes uz ale existuji i PCR cyklery,
které vyuzivaji PCR pfimo z krve a nemusi se piredtim DNA izolovat. M¢la jsem moznost
tento cykler na své praxi vidét, pozorovat jak pracuje a porovnat jeho PCR produkt z krve
s PCR produktem ziskanym klasickou metodou, to znamena z izolované DNA. Vysledny
PCR produkt z krve obsahoval i hemoglobin, coZ na vysledné fotografii viibec nehrélo roli.
Tento postup je vSak dost novy a ja jsem pracovalo klasickou metodou, tudiz jsem musela
DNA z krve nejprve izolovat, véfim vsak, ze dnes uz se pln¢ vyuziva. Pokud se nam izolace
DNA podafila, musime udélat na cykleru PCR produkt. Ziskany PCR produkt pouzijeme
k elektroforéze na komerénim gelu, kde se ndm teprve objevi pozadované mikrosatelitni

alely.
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4.1. Izolace DNA

Postup pifi izolaci DNA se musi velice piesn¢ dodrZzovat, pracujeme
s mikromnozstvim latek a kazda kapicka navic nebo miin mize v tspé$nosti vysledku hrat
urcitou, ¢asto velmi vyznamnou roli. Pfi pipetovani pouzivame podle moznosti, co nejmensi
pipetu. To znamend, mame-li pipetovat 2 ul a mame k dispozici pipetu o velikosti 10 - 100 pl
a pipetu o velikosti 1 - 10 pl, pouzijeme tu srozsahem 1 - 10 pl, aby pipetovani bylo

co nejpiesnéjsi.

Nejprve pipetujeme 20 pl piipravku QIAGEN na dno 1,5 ml ependorfky. Poté
pridame 200 pl vzorku krve. Pokud je mnozstvi vzorku krve mensi nez 200 pl, doplnime
vzorek krve na toto mnozstvi PBS vodou. Dale pak piidame 200 ul pufru AL ke vzorku
a patnact vtefin vortexujeme (dikladné promichame na vibra¢nim piistroji vortex), nasledné
po dobu deseti minut inkubujeme v ldzni vytemperované na 56 °C. Po skonceni inkubace
dame ependorfky do centrifugy a odstiedime na impuls, to znamena, Ze zapneme centrifgu a
jakmile budou otacky 13 tisic za minutu, centrifugu vypneme. Nasledné¢ priddme 200 pl
ethanolu (asi 96%niho) ke vzorku do ependorfky, dikladné promichame na vortexu po dobu
asi patnacti vtefin a pak opét odstfedime na impuls. Poté aplikujeme vzorek z 1,5 ml
ependortky na QIA amp kolonku komeréné vyrdbénou, kterd je ve 2 ml zkumavce, uzavieme
vicko a odstfedime pii 8.000 otackach po dobu jedné minuty, nasledné prendame kolonku
do ¢isté 2 ml zkumavky a starou zkumavku s filtraitem vyhodime. Velice peclivé otevieme
kolonku a pfidame 500 pul pufru AW 1. Uzavieme vickem a centrifugujeme pii 8.000
otackach po dobu jedné minuty. QIA amp kolonku pfendame do ¢isté 2 ml zkumavky
a zkumavku s filtratem vyhodime. Poté pfidime do zkumavky s kolonkou 500 pl komeréniho
pripravku AW 2. Peclivé uzavieme a centrifugujeme po dobu tii minut maximalné pii 14.000
otackach. Pokud se nahodou stane to, ze pufr piijde do kontaktu s kolonkou, je nutné znovu
vzorek odstredit pfi plnych otackach alespon jednu minutu (pfi. 14.000 ot./min). Dale pak
umistime kolonku do ¢isté 1,5 ml ependorfky a vyhodime zkumavku obsahujici filtrat.
Peclivé otevieme kolonku a ptiddime 200 pl pufru AE nebo destilovanou vodu, lepsi je vSak
pufr AE, jak mi bylo doporuceno. Pfi laboratorni teploté inkubujeme po dobu minimalné

jedné minuty, lepsi je vSak inkubovat pét minut a po inkubaci odstfedime pii rychlosti 8.000
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otacek za minuty po dobu jedné minuty. (Vzorky izolované DNA miizeme uchovavat

v mrazéku pii— 20 °C.)

Abychom se presvédcili, Zze se ndm podatilo DNA izolovat, musime provést kontrolni

eloktroforézu na agaréze nasledujicim postupem:

Rozvatime si agardzu, pouzivame 1,5 % - 3 % roztok. Pak dame rozvarenou agar6zu
do vodni 14zné asi na 55 °C . Mezitim si pfipravime vani¢ku a nasadime hiebeny. Vychladlou
agarozu na cca 55°C nalijeme do vanicky asi do poloviny vysky hiebenu, tak aby se nam
nespojily jamky a nechdme ji ztuhnout. Nasledné si pfipravime mix o slozeni 3 ul TBE a 2 ul
STOP pufru (barvicka modrd) na jeden vzorek. Smés zvortexujeme a odstfedime na impuls.
Pfipravime si zkumavky a ozna¢ime je. Do kazdé zkumavky napipetujeme 5 pl premixu,
piidame pftislusny vzorek izolované DNA a promichame pipetou. Piipravime DNA marker
tak ze, 0,5 ul DNA markeru 100bp ptiddme k 7,5 upl pufru TBE a 2 pl barvicky
a promichame pipetou. Ze ztuhlé agarézy vynddme hiebeny a vlozime vanicku do pfistroje
na elektroforézu. Do prvni jamky dame smés DNA markeru a do dalSich nasadime vzorky.
Elektroforéza probihd asi 30 minut pii 100 V a 80 - 100 mA. Po skonceni elektroforézy

vlozime pod UV lampu a zjistime vysledky.

26



4.2. PCR (polymerase chain reaction)

Nejprve si ptipravime primery, bud’ si je konstruujeme nebo si je nechame pfipravit
podle literatury. Primery maji délku okolo 20 nukleotida.

Je potieba zjistit, za jakych podminek probéhne PCR reakce. Zde jsou zejména
dilezité koncentrace hote¢natych iontl a teploty béhem PCR reakce. I kdyZ jsou podminky
reakce publikovany a pouzivame stejny typ cykleru (pfistroje, kde probiha PCR) je tfeba si
toto znova ovéfit v nasich podminkach, vétSinou je tieba ur€ité modifikace urceného
postupu. Pfi praci je potfeba postupovat velmi peclivé a zachovévat daslednou cistotu, aby

nedoslo ke kontaminaci vzorku zejména nezddouci DNA.

4.2.1. PCR mikrosatelitu TINAG a SCN 114

Postup a smés na PCR mikrosatelitih TINAG i SCN 11A jsou stejné, rozdilné jsou jen
primery .

Primer F pro mikrosatelit TINAG (GTTCCAATGTGATGGCTGTG) a primer R
pro mikrosatelit TINAG (CAGGCCTGTGACTGATGAGA) a primer F pro mikrosatelit
SCN 11A (GCAGTTTGGGGACTGCTAAA) a primer R pro mikrosatelit SCN 11A
(AGAATGGAATCTTGCCCAGA).

(jhered.oxfordjournals.org)

Stejné jako u piipravy smési na kontrolu pfitomnosti DNA si i nyni pfipravime mix
podle poctu vzorkli. Je nutné, abychom vSechny latky vyjma DMSO a La polymerazy
po rozmrznuti pii praci uchovavali na ledu (plastovd krabicka s otvory, uchovavana
v mrazéku, kterd po vyjmuti z mrazaku velice dlouho mrazi). DMSO se na led nedava
a La polymerdza nezamrza a do mixu se pipetuje ihned po vyjmuti zmrazédku. Mix
pripravime takto: 12,8 ul PCR vody, 1,5 ul 1,5 mmol Chloridu hotfe¢natého, 2,5 ul La pufru,
0,5 pl nukteotidt, 1 pl F primeru, 1 pl primeru R, 0,5 ul DMSO a 0,2 ul La polymerazy na

jeden vzorek. Mix kratce vortexujeme a odstfedime na impuls pii 13.000 otackach.
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Ptipravime si zkumavky do PCR cykleru a ocislujeme je. Do kazdé znich
napipetujeme 20 pul mixu a nasledné do kazdé zkumavky ptidame 5 pl ptislusSného vzorku

izolované DNA. Pak pfendame zkumavky do cykleru a zapneme ptisluSny program.

PCR program pro TINAG a SCN 11A, oznaceny pracovné HLA-FR

1. 95°C -2 minuty

55°C — 30 sekund

68°C — 30 sekund

94°C — 30 sekund

go to 2 — 32 krat

55°C — 30 sekund

68°C — 3 minuty

4°C —az 12 hodin

© Ny kWD

Tento program trva asi dvé hodiny, po skonceni programu piistroj zchladi vzorky

na 4 °C, ¢imzZ je PCR ukoncena.

Nez budeme s PCR produktem déle pracovat, je lepsi opét provést kontrolni

eloktroforézu.

Pouzijeme 3 % roztok agar6zy. Mame — li ji uvafenou, pouze ji rozehiejeme
v mikrovinné troubé€, pfi rozehfivani nezapomene povolit viko ldhve, vnémz je ztuhld
agardza, aby vypary zagar6zy mohly unikat a ldhev nepraskla. Po rozvafeni ji dame
do vodni 1azné asi na 55 °C. Pak si pfipravime vani¢ku, nasadime hiebeny a lijeme do ni
agardzu o teploté asi 55 °C ptiblizné€ do poloviny vySky hiebenu. Mezi ztuhnutim agar6zy si

pfipravime mix.

Mix si ptipravime takto: 3 pul TBE a 2 pul STOP pufru (modra barvicka) na jeden
vzorek. Mix zvortexujeme a odstiedime na impuls. Pfipravime si zkumavky a ocislujeme.
Do kazdé napipetujeme 5 pul premixu a poté ptidame 5 pl piislusného PCR produktu. Déle si
udélame DNA marker. Pouzijeme 7,4 pl TBE, 2 ul STOP pufru (modré barvicky) a 0,6 pl
DNA markeru DNA 100bp.Vanicku s agar6zou vlozime do elektroforézy a do kazdé jamky

napipetujeme 10 pl ptislusného vzorku, stim, ze do prvni jamky dédme DNA marker.
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V ptipadé potieby dolijeme pufr. Elektoforézu zapneme na 100 Voltii a nechdme ji bézet asi
tficet minut. Po tficeti minutach elektroforéru vypneme, vyjmeme ji z pufru a vlozime
do fotografického pfistroje. Objevi - li se nam na fotografii néjaké frakce, znamena to, Ze se

vytvoiil PCR produkt.

Pii ové&fovani plivodu, musime s PCR produkty jesté dale pracovat, abychom zjistili,
zda plivod souhlasi ¢i ne, ale jsou testy, kde nam kontrolni elektroforéza po PCR fekne, co
chceme védét. Takovym piikladem je test na pfi¢innou mutaci pro ocni chorobu CEA (colie
eye anomalie). Pfi této testaci se udéla jedna PCR a pak se udéla druhd PCR se stejnymi
vzorky, stejnym postupem ale s jinymi primery. Porovnanim vysledkii obou PCR zjistime,

ktery jedinec je touto chorobou postiZzen, ktery je zdravy a kdo je pouze jejim nositelem.

Pro ovéfeni puvodu pomoci mikrosateliti musime PCR produkt pouzit jesté

k elektroforéze na komerénim gelu Spreadex v pufru TAE.

4.2.2. PCR mikrosatelitu FH 4306

Primer F (TTCAGAGTGATGCGTGGTAG) a primer R (TGCACCAATGTCAAGCATAC)

(www.thcre.org)

Postup pro PCR mikrosatelitu FH-4306 je velice podobny jako pro mikrosatelit
TINAG a SCN 11A. Lisi se pouzité primery a v koncentracich pouzitych latek potfebnych
pro PCR tohoto mikrosatelitu.

Mix pro PCR mikrosatelitu FH 4306 pfipravime timto zptsobem: 12,3 ul PCR vody,
2,5 ul La pufru, 2 pl 2 mmol chloridu hotecnatého, 0,5 pl nukleotidti, 1 ul primeru F a 1 pl
primeru R, 0,5 ul DMSO a 0,2 ul LA polymerazy na jeden vzorek. Latky pipetujeme v tomto
potadi. Pracujeme stejné¢ jako v predchozim postupu pro PCR mikrosatelitu TINAG
a SCN 11A, to znamena v rukavicich a na ledu mimo latek DMSO a LA polymeraza. Mix

zvortexujeme a odstiedime na impuls.

Ptipravime si zkumavky do PCR cykleru a ocislujeme. Do kazdé zkumavky si

napipetujeme 20 pl mixu a ptfiddme 5 pl daného vzorku DNA do pfislusné zkumavky.
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Pipetou vzorek DNA s mixem jemn¢ promichdme. Zkumavky ditkladn€ uzavieme a vlozime

do cykleru, tak aby byl vyvazeny, nastavime pfislusny program a zapneme.

Program pro PCR mikrosatelitu FH 4306, pracovné oznacené¢ho jako PDE 6 B

1. 95 °C -2 minuty

95 °C - 30 sekund

56 °C — 30 sekund

68 °C — 30 sekund

Go to 2 — 29 krat

68°C — 7 minut

4°C —az 12 hodin

S A e

I tento program trva kolem dvou hodin, po skonceni programu pfistroj zchladi vzorky

na 4°C, ¢imz je PCR ukoncena.

Mezitim si pfipravime agarézu. Nejcastéji pouzivame 0,8 % roztok agarézy. Mame —
li ji rozvaienou pouze ji rozehfejeme v mikrovinné troubé (povolime viko, aby pary mohly
unikat a 1dhev nepraskla) a pak zchladime v lazni(viko utdhneme, aby se agaroza nevylila).
Poté si pfipravime vanicku a nasadime hiebeny. Agardzu o asi 55°C lijeme do pfipravené

vanicky a nechame ji ztuhnout .

Po skonc¢eni PCR programu musime udélat kontrolu, abychom zjistili, zda se nam
podatilo PCR produkt vytvoftit. Opét si piipravime mix na jeden vzorek timto zpisobem: 5 pl
TBE pufru a 2 ul STOP pufru (barvicka modra), mix vortexujeme a odstiedime na impuls.
Poté si pfipravime zkumavky a ocislujeme, do kazdé zkumavky pipetujeme 7 pl mixu
a ptidame 3 pl ptislusného vzorku PCR produktu, pipetou jemné promichame. Potiebujeme
jesté DNA marker. Napipetujeme si 7 pl TBE, ptiddme 2 pl STOP pufru (modré barvicky)
a pak ptimichdme 1 ul DNA markeru DNA 100 bp, pipetou opét jemné promichame.

Odstranime hiebeny a vlozime vaniCku s agarézou do pufru do elektroforetického
ptistroje. Do kazdé jamky pipetujeme 10 pl ptislusného vzorku (cely obsah zkumavky) a to
tak, ze do prvni jamky ddme DNA marker a pak pokracujeme vzorky. Po napichani vSech

vzorkli zapneme elektroforézu na 100V a nechame ji asi ptul hodiny bézet. Asi po 30
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minutach zkontrolujeme zda vzorky agardézou prosSly dost daleko, pokud ano, pfistroj
vypneme, vanicku vyjmeme a udélame snimek. Kontrolni snimek ukaze, zda se podaftilo

vytvofit PCR produkt.
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4.3. Elektroforéza na komercnim gelu Spreadex

Elektroforéza na komerénim gelu se déld zPCR produktu, je to metoda kdy
stejnosmérny proud prochazi pufrem TAE a frakce se na gelu déli podle velikosti vzdy
ve sméru do ,,— ““ k ,,+ *“. Gelii Spreadex existuje n€¢kolik typi a pouzivaji se podle velikosti

parii bazi a podle nasledujicich kritérii vybirdme gel, ktery pouZzijeme.

Gel Spreadex Optimalni pasmo

EL 1200 250 — 800 paru bazi
EL 800 200 — 500 paru bazi
EL 600 150 — 350 part bazi
EL 500 100 — 300 part bazi
EL 400 75 — 250 para bazi
EL 300 50 — 200 part bazi

P1i elektroforéze na gelu Spreadex pouzivame DNA marker M3.

Elchrom Scientific M3 marker na gel Spreadex

M3 marker obsahuje smés DNA fragmentii ziskanych odd€lenym tradvenim pBR322
s tfemi restrikénimi enzymy: Mspl, H hae I, H hae II. V pasmu 75 az 622 pari bazi jsou
fragmenty nasledujicich délek: 622, 587, 540, 527, 504, 458, 434, 404, 393|348, 337, 332,
309] 270, 267, 259, 242, 238, 234, 217, 213, 206, 201, 192, 190, 190, 184, 180, 174, 160,
160, 153, 152, 151, 147, 147, 141, 132, 131, 124, 123, 123, 110, 109, 104, 103, 100, 93, 90,
89, 83, 80, 76 a 75 part bazi. Tyto tvofi na gelu frakce o charakteristické sile a vzdalenosti

elektroforetické migrace, jak je zndzornéno na pfiloze.

DNA koncentrace: 0, 4 ug/ul v 50 ul.
Objem 1 ul do EtBr, 0,2 ul do SYBR barvenych gelt
Uskladnéni do — 20 °C
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POSTUP

Pro elektroforézu na komerénim gelu Spreadex na mikrosatelit TINAG pouzijeme gel
Spreadex EL 600, pro mikrosatelit SCN 11A pouzijeme gel Spreadex EL 800
a na mikrosatelit FH 4306 pouzijeme Spreadex EL 1200.

Jako pufr do elektroforézy pouzZijeme TBE pufr fedény: 50 ml dodaného elfo pufru
v tubé vmichaného do 1950 ml destilované vody. Po skonceni elektroforézy vzdy pufr
z pristroje vylijeme do valce a ten pfikryjeme voskovanym papirem, aby se do pufru
nedostaly prachové castice a mikroorganismy ze vzduchu a nevyschl, protoze muze byt

pouzit opakovang¢.

Pufr vzdy pfedem nalijeme do elektroforetického pfistroje a pokusime se odstranit

bubliny, poté zapneme promichavani a potom nasadime vzorky v mixu.

Jako vzdy si pfipravime mix a to takto: 2 ul TAE elfo pufru fedéného, 1 pl loading
pufru (barvicka fialovd dodand) na jeden vzorek. Mix zvortexujeme a odstiedime na impuls.
Pfipravime si zkumavky a ocislujeme. Do kazdé zkumavky si napipetujeme 3 pl premixu
a pfiddme 2 pl ptislusného vzorku PCR produktu, pipetou jemné promichame. Pfipravime si
jest€é DNA marker. Smichame 1 pl M3 markeru, 1 pl loading pufru (barvicka fialovd) a 3 pl
TEA pufru, jemné promichdme pipetou. Vypneme michdni a ponofime gel do pufru
do pfistroje. Zajistime gel plastovym krytem a do kazdé jamky napichame 5 ul vzorku,
do prvni jamky pfijde DNA marker a pak pokracujeme vzorky.

Elektroforézu zapneme a nechame ji bézet pies dvé hodiny. Elektroforéza zacina
na 100V, hodnota ampér je riiznd, zalezi na tom, jaky pouzijeme gel, jestli d€lame jeden nebo
dva ¢i vice gelti a podobné. Pokud ampéry nabudou limitni hodnoty 450 Ampér, hodnota
volti se zacne snizovat. Nesmime zapomenout zapnout i michani, protoze pokud ho
nezapneme, pufr i gel se bude piehfivat, ampéry velice rychle nabudou limitni hodnoty, gel
se zkrouti, zkifehne a pozdé&ji rozpadne. Kdyz nechdme probihat elektroforézu méné nez dvé
hodiny, frakce nebudou tak dobie rozdéleny, nechame — li ji probihat dlouho pies dvé
hodiny, pufr se piehifeje a zkrouti gel a nasledna fotografie pak bude Spatné Citelnd, pokud se

ji viibec podafti udélat.
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Po ukonceni elektroforézy vyjmeme gel z pufru, polozime si ho na vhodnou léhev,
nejlépe péti litrovou a odiizneme gel silikonovym nebo kovovym vlaknem z plastové
podlozky. Odtiznuty gel opatrné vlozime do vani¢ky s barvicim roztokem. Barvici roztok je
roztok 4 pl ethidium bromidu ve 100 ml destilované vody (barvicka se d4 pouzit nékolikrat).
Barvicku uchovavame ve tmé v lednici. Gel barvime 30 — 45 minut ve tm¢. Po barveni gel
odbarvime. Barvicku vlijeme zpét do tmavé nadoby a ddme do lednicky, do vanic¢ky na gel
nalijeme destilovanou vodu, ihned ji vylijeme a nelijeme na gel Cerstvou destilovanou vodu a
ve tmé nechdme asi deset minut odbarvovat. Po deseti minutach opét vyménime destilovanou
vodu a nechame pét minut odbarvovat. Po péti minutdch vyjmeme gel z destilované vody a
opatrné vlozime do fotografického pfistroje. Pokud se nam objevi frakce znamena to, Ze jsme
celou dobu pracovali spravné a podle toho, jak se déli DNA marker (viz pfilohy) mizeme

odecitat jaké alely obsahuje studovany mikrosatelit.
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5.VYSLEDKY A DISKUZE

Obr.2. : Izolovana DNA - ukazka
Fotografie elektroforézy izolované DNA v gelu 3 % agar6zy v pufru TBE, pH 8
Sipka oznaéuje izolovanou DNA.

DM1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.

<—
<—

9.10.11.12.13.14. 15. 16.
DM = DNA marker 100 bp

1. —16. —jedinci, jimz se izolovala DNA

Na fotografii pod UV svétlem jsou vidét frakce DNA, coZ znamena, Ze se DNA

podafilo izolovat a miizeme ji pouzit k PCR reakci.

Obr. 3. : PCR produkt — ukazka
Fotografie elektroforézy PCR produktu ve 3 % agar6ézovém gelu v pufru TBE, pH 8.
Sipka oznacuje frakci PCR produkt. Na startu je zbytek DNA.

DM 1. 2. 3. 4. 5. 6.
-

DM = DNA marker 100 bp
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1. americky stafordSirsky teriér - matka

. americky stafordsirsky teriér — testovany potomek
. americky stafordsirsky teriér — testovany potomek
. americky stafordsirsky teriér — testovany potomek

. americky stafordSirsky teriér — testovany potomek

AN O B~ WD

. americky stafordsirsky teriér - otec

Na fotografii pod UV osvétlenim jsou vidét frakce, coz znamend, Ze se podafilo
namnozit PCR produkt a miize byt pouzit k dalSi casti pokusu a to je elektroforéza

na komerc¢nim gelu Spreadex v TEA pufru.

Obr. 4. : MIKROSATELIT SCN 11A - 1
Fotografie elektroforézy PCR produktu mikrosatelitu SCN 11A v komerénim gelu Spreadex
EL 1200 v pufru TAE, pH 8, pod UV osvétlenim.

Sipka oznaduje mikrosatelitni alely.

DM = DNA marker M3

1. Nemo — prazsky krysatik 259/243 - matka
2. Zulinka — prazsky krysatik 251/243

3. Nelinka — prazsky krysatik 259/243

4. Nikitka — prazsky krysatik 259/243

5. Noris — prazsky krysatik 259/251

6. Noretka — prazsky krysaiik 259/251

7. Kimi — prazsky krysatik 259/251 — otec
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Zde mizeme vidét rodie a 5 jedinct, jejichz pivod podle tohoto mikrosatelitu

souhlasi.

Na této fotografii vidime 7 jedinct a vSichni jsou heterozygoti, vyskytuji se zde tfi
alely, alela o 259 parech bazi se zde vyskytuje s nejvyssi Cetnosti a to Sestkrat, alely o 251

a 243 parech bazi se ob¢ vyskytly ctytikrat.

Obr. 5. : MIKROSATELIT SCN 11A -2
Fotografie elektroforézy PCR produktu mikrosatelitu SCN 11A na komer¢niho gelu
Spreadex EL 1200 v pufru TAE, pH 8, pod UV osvétlenim.

Sipka oznaduje mikrosatelitni alely.

DM1.2. 3. 4. 5. 6.7. 8 9.10.

—
—
=
—
—
=
-
—
—

DM = DNA marker M3

1. Kiss- erdelteriér 259/251 - matka
2. Chapie — erdelteriér 259/259
3. Charmer — erdelteriér 259/251
4. Chuck — erdelteriér 259/251
5. Chici — erdelteriér 259/251
6. Chocolate — erdelteriér ~ 259/259
7. Choicy — erdelteriér 259/251
8. Chorine — erdelteriér 259/251
9. Christine — erdelteriér 259/251

10. Hektor — erdelteriér 259/259 - otec
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Zde vidime skupinu erdelteriérti, kde pod ¢islem jedna je vzorek matky a pod Cislem
10 vzorek otce. VSech osm jedincli by podle tohoto mikrosatelitu mohlo byt uréeno jako
potomci téchto rodicl. V tomto piiklad¢é vidime Ctyfi homozygoty pouze s jednou alelou o
259 parech bazi. Pak zde vidime 6 heterozygoti s alelami 259 a 251 part bazi. Alela o 259

parech bazi je zastoupena 14 krat a Sestkrat je zastoupena alela o 251 parech bazi.

V tomto testovani bylo vyuzito vzorkli sedmi prazskych krysaiiki a deseti
erdelteriéri. Vysledky jsou ovlivnény tim, Zze ob¢ testované skupiny byly vlastné dveé
,rodiny*. V  rodin¢* erdelteriérii se vyskytly pouze dv¢ alely a to alela a 259 parech bazi
a alela o 251 parech bazi. V ,,rodin¢* prazskych krysatika se vyskytly tfi alely a to ty dvé
samé jako u erdelteriérii a navic alela s 243 pary bazi. Celkem se alela o 259 parech bazi
vyskytla dvacetkrat, alela o 251 parech bazi se vyskytla desetkrat, a alela o 243 parech bazi
se vyskytla pouze Ctytikrat.

Na internetovych strankach jhered.oxfordjournals.org se uvadi, ze mikrosatelit SCN
11A je tvofen opakovanim motivu CTAT. Nejdelsi alela tohoto mikrosatelitu ma deset
opakovani. Pfi testovani tohoto mikrosatelitu na vhodnost pro ovéfovani pivodu jsem

objevila tfi alely.

Obr. 6.: MIKROSATELIT TINAG

Fotografie elektroforézy PCR produktu na komerc¢nim gelu Spreadex EL 1200 v pufru TAE,
pH 8, pod UV osvétlenim.

Sipka oznacuje alely mikrosateliti.

DM 1. 2.3.4. 5. 6.7. 8.9.10. DM

FEN e o W
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DM = DNA marker M3

1. Meggy — americky stafordsirsky teriér 198/198
2. Kiss — erdelteriér 198/258
3. Chapie — erdelteriér 198/258
4. 6436 — americky stafordsirsky teriér 258/258
5. Pauline — Spic 266/258
6. Zulinka — prazsky krysaiik 262/262
7. Nemo — prazsky krysatik 262/246
8. Sery — $pic 246/254
9. Ronda — briard 198/198
10. Mary — Spic 210/210

Na snimku tohoto gelu s alelami mikrosatelitu TINAG je vidét pét homozygotnich
genotypt: dvakrat 198, 258, 262, 210 parti bazi a pét heterozygotnich genotypl: dvakrat
198/258, 266/258, 262/246, 246/254. Celkem se vyskytlo sedm alel. Nejvice zastoupena je
alela se 198 pary bazi a to Sestkrat, dale pak alela o 258 parech bazi a to pétkrat, tiikrat byla
zastoupena alela o 262 parech bazi, dvakrat byly zastoupeny alely s 210 pary bazi a s 246
pary bazi. Nejméné zastoupeny a to jedenkrat byly alely o 266 parech bazi a 254 parech bazi.

V tomto testovani bylo pouZzito péti plemen psi, tii Spict, dvou americkych

stafordSirskych teriérti, dvou prazskych krysatikli, dvou erdelteriérti a jeden briad.

Mikrosatelit TINAG se mi pro ovéfovani pivodu u psi zdd vhodnéj$i nez
mikrosatelit SCN 11A, protoze pii testovani na deseti ne vSech vzajemné piibuznych
jedincich  se  vyskytlo celkem sedm alel. Na internetovych  strankach:
jhered.oxfordjournals.org je uvedeno, ze mikrosatelit TINAG jehoz opakovacim motivem je

CCTT a nejdelsi alela tohoto mikrosatelitu ma tfinact opakovani.

Obr. 7. : MIKROSATELIT FH 4306 - 1
Fotografie elektroforézy PCR produktu na komerénim gelu Spreadex EL 1200, v pufru TAE,
pH 8, pod UV osvétlenim.

Sipka oznaéuje alely mikrosatelitt.
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DM1. 2.3. 4. 5. 6. 7. 89.10.11.

DM = DNA marker

1.PCR . 12 - border kolie 243/257
2. Faty — slovensky kopov 247/257
3. Kyra — ¢esky fousek 245/253
4. Elza — CF/NKO 243/243
5. ? -erdelteriér 261/269
6. 14003 — jezevcik 255/259
7. 14603 — jezevcik 249/255
8. 2830 — howavard 267/271
9.3310 — howavard 263/269
10. 3028 - howavard 249/267
11. ? - aljassky malamut 267/267

Na této fotografii vidime pouze dva homozygotni genotypy a to s alelami 243 para
bazi a salelami 267 pard bazi, ostatnich devét genotypi je heterozygotnich.
V heterozygotnich genotypech se vyskytuji alely: 245 part bazi, 247 part bazi, 249 part
bazi, 253 parh bazi, 253 part bazi, 255 part bazi, 257 part bazi, 259 part bazi, 261 pari
bazi, 263 part bazi, 267 part bazi, 269 parti bazi a 271 part bazi. Celkem bylo v téchto
vzorcich nalezeno 13 alel. Nejvice se vyskytla alela 267 part bazi a to Ctytikrat, alela 243
part bazi se vyskytla ttikrat, alely 249, 255, 257 a 269 part bazi se vyskytly dvakrat,

ostatnich osm alel se vyskytlo pouze jedenkrat.

V tomto testu bylo pouzito vzorku tfi howavardi, dvou jezevcikil, jednoho ceského

fouska, jednoho erdelteriéra, jednoho slovenského kopova, jednoho aljaSského malamuta
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a jednoho potomka ceského fouska a némeckého kratkosrstého ohate z pfiliti krve. Je

zajimavé, zZe zrovna tento jedinec je homozygotniho genotypu 243/243 part bazi.

Obr. 8. : MIKROSATELIT FH 4306 - 2

Fotografie elektroforézy PCR produktu na komerénim gelu Spreadex EL 1200, pufr TAE,
pH 8, pod UV osvétlenim.

Sipky ozna¢uji mikrosatelitni alely.

DM1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8.9.10. DM

DM = DNA marker

1. Leticie - ¢ivava

. Sony - ¢ivava

. 14003 - jezevcik

. PCR ¢. 2 — border kolie 2537257
. PCR ¢. 8 — border kolie 239/257
. PCR ¢. 10 — border kolie 263/269
. Elza — CF/NKO

. 3028 - howavard

. 2830 - howavard

10. 3310 - howavard

O 00 3 N »n B~ W DN

Na této fotografii alel mikrosatelitu FH 4306 vidime pouze osm genotypti, protoze
vzorky Cislo jedna a dvé nevysly, je to zplisobeno nejspiSe tim, ze izolovana DNA cCivav
Letricie a Sonyho byla uchovavana dlouhou dobu v mrazaku. Z této fotografie vzorky &islo
3.,7.,8.,9.a 10 byly pouZity jiz v pfedchozim pokusu, takze k hodnoceni jsou pouze vzorky

tti border kolii, vzorky ¢islo 5., 6. a 7.
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Vsechny tii genotypy jsou heterozygotni a vyskytuje se u nich pét alel. Dvakrat se
vyskytla alela o 257 péarech bazi a ostatni alely o 239, 243, 249 a 253 parech bazi se vyskytly
pouze jedenkrat.

Tento gel se v pufru pii elektorforéze mirn€ pokroutil, 1 pfesto Ze elektroforéza trvala
pfi 100 V 2 hodiny 8 minut a hodnota mA nedoséhla ani limitni hodnoty 450 mA a byla
vypnuta pii 447 mA.

Celkem tedy na mikrosatelit FH 4306 bylo testovano 14 jedinct, tii border kolie, tfi
howavardi, dva jezevcici, jeden erdel teriér, jeden slovensky kopov, jeden aljaSsky malamut,
jeden Cesky fousek a jeden kiizenec ¢eského fouska a némeckého kratkosrstého ohate. Pouze
dva jednici aljaisky malamut a kiizenec CF/NKO byli homozygotniho genotypu, ostatni
jedinci byli heterozygoti. Bylo nalezeno celkem 14 alel, alely o 257 a 267 parech bazi se
vyskytly Ctytikrat, alely o 269 a o 243 parech bazi se vyskytly tfikrat, dvakrat se vyskytly
alely 0 249, 253, 255 a 263 parech bazi a alely s 239, 245, 247, 259, 261 a 271 pary bazi se
vyskytly jeden krat.

Nejvhodnéjsi k ovérovani ptivodu u pst z téchto tii mikrosateliti: SCN 11A se tfemi
alelami, TINAG se sedmi alelami a FH 4306 se ctrnacti alelami povaZzuji mikrosateli FH

4306 prave proto, ze ma ¢trnact alel a jeho stupeni polymorfizmu je nejvyssi.

Heike Do6lz (2005) také studovala nésledujici mikrosatelity a jejich polymorfizmus

u plemene némecky ostnosrsty ohat (Deutsch Stichelhaar). Popsala nasledujici pocty alel:

Mikrosatelit Pocet alel: Mikrosatelit Pocet alel
VIA SD10 4 FH 2159 6
FH 2441 4 PEZ 19 4
FH 2140 7 FH 2613 7
PEZ 6 5 FH 2670 7
FH 2537 4 FH 2294 5
FH 3725 3
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Pti studiu piivodu u némeckych ostnosrstych ohaii bohuzel nebyl pouzit mikrosatelit
FH 4306, ktery jsem testovala ja a nemohu tedy porovnat vysledky, ale bylo vyuzito osmi
jinych mikrosateliti ze skupiny FH. Z tabulky vyplyva, Ze nejmensiho polymorfizmu
dosahuje mikrosatelit FH 3725 se tfemi alelami, nejvyS$iho polymorfizmu dosahuji

mikrosatelity FH 2140, FH 2613, FH 2670 se sedmi alelami.

Jelikoz némecky ostnosrsty ohat je plemeno piibuzné ¢eskému fousku a némeckému
dratosrstému ohafi a také patii do skupiny ohait, domnivam se, Ze u vSech téchto tii plemen
by byl tento soubor mikrosatelitli, zejména ty s vétsim poctem alel, velice dobie vyuzitelné

k ovétovani piivodu u celé skupiny ohait.

Vzhledem k tomu, Ze metoda analyzy mikrosatelitli je stejnd, 1iSi se jen pouZzitim
primert a malou modifikaci metody PCR, lze popsanou metodu pouzit pii analyze dalSich

vice jak 150 000 zndmych mikrosatelitti.
Variabilita jednotlivych systému mikrosateliti dovoluje odhadnout rovnéz

fylogenetické vzdalenosti nejen jednotlivych plemen psi, ale vSech piedstaviteld tadu

Canidae, potazmo vSech savcii az po Cloveéka.
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6. ZAVERY A DOPORUCENI

Metoda izolace DNA byla zvladnuta, metoda namnoZeni potiebniho tiseku DNA
pomoci PCR cykleru byla zvladnuta, metoda kontrolni elektroforézy na 1 — 3 % roztoku
agardzy v pufru TBE byla zvladnuta a metoda elektroforézy na komerénim gelu Spreadex
avpufru TAE byla také zvladnuta. VSechny tyto metody byly vyuzity pro testovani

vhodnosti mikrosatelitii pro oveéfovani pivodu u pst.

Vzhledem k tomu, ze dnes je znamo pies 150 000 mikrosateliti a domnivam se, Ze
nejsou zndmy jesté vSechny, je slozité fict, které mikrosatelity jsou pro oveéfovani pivodu
nejvhodnéjsi a které nejsou vhodné a pro ktera plemena, to bude stat jest¢ mnoho prace
a mnoho zkoumani, ale v souasné dob&é muzeme fict, ze ¢im vice ma mikrosatelit alel, ¢im

vetsi je jeho polymorfizmus, tim vhodnéjsi je pro vyuziti k ovéfovani piivodu u pst potazmo

1jinych savct.

Mikrosatelity jsou kromé ovétovani ptivodu vyuzivany k mnoha jinym ucelim,
naptiklad identifikace zvirat, identifikace lidi pro forenzni a kriminalistické ucely,
pro studium variability populace nejen pst, ale i hospodaiskych zvifat a dalSich savcil,
studium ptibuznosti plemen a fylogenetického ptivodu druhii zvifat, mapovani chromozomu
a v neposledni fad¢ se mikrosatelity, které jsou ve vazb¢ s geny ovliviiyjici nékteré choroby
vyuzivaji praveé pro detekci téchto chorob. Geneticka analyza dokéaze ur€it jedince, ktefi jsou
zdravi, jedince, ktefi jsou nositelem dané choroby a dokaze v nékterych ptipadech odhalit
nemocné jedince jeSt¢ pfed klinickym propuknutim nemoci. Takovym ptikladem
mikrosatelitu je i mikrosatelit FH 4306, ktery jsem testovala na vhodnost pro ovéfovani
puvodu u psu, ktery je ve vazbé a genem pro chorobu CEA (colie aye anomaly), ktera se

znacné vyskytuje u kolie a plemen, kde kolie byla néjakym zptisobem pouzita pii Slechténi.
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8.SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A
SYMBOLU

AE pufr — komerc¢né vyrabéna latka, vyrobce: QIAGEN, Bio-Consult, s.r.0. Czech Republic
AL pufr - komeréné vyrabéna latka, vyrobce: QIAGEN, Bio-Consult, s.r.0. Czech Republic
AWI pufr - komer¢né vyrabéna latka, vyrobce: QIAGEN, Bio-Consult, s.r.o. Czech
Republic

AW2 pufr - komeréné vyrabéna latka, vyrobce: QIAGEN, Bio-Consult, s.r.0. Czech
Republic

CF — plemeno psa &esky fousek

DMSO - komercné vyrabéna latka, vyrobce: FERMENTAS, Némecko

DNA - kyselina deoxyribonukleova, nositelka genetické informace

DNA marker 100bp - komercné vyrabéna latka, vyrobce: FERMENTAS, Némecko
DNA M3 marker - komer¢né vyrabéna latka, vyrobce: SCIENTIFIC ELCHROM,
Svycarsko

EDTA - Ethylenediaminetetraacetic acid, komercné vyrabéna latka, vyrobce: SERVA,
Némecko

Kb — kilobite, jednotka mnozstvi informace

La polymeraza - komeréné vyrabéna latka, vyrobce: dodava - TOP BIO, Praha

La pufr - komer¢n¢€ vyrabéna latka, vyrobce: FERMENTAS, Némecko

NKO - plemeno psa némecky kratkosrsty ohat

PBS voda - komer¢né€ vyrabéna latka, vyrobce: dodava - Top Bio, Praha

PCR - Polymerasa chain reaction, polymerazova fetézova reakce, metoda namnozeni
potiebného useku DNA

Primer F — Foward primer, komercn¢ vyrabéna latka, vyrobce:

Primer R — Reverse primer, komeréné vyrabéna latka, vyrobce:

QIAGEN - komer¢né vyrabéna latka, vyrobcee: dodava Bio-Consult, Czech Republic
STOP pufr - komeréné vyrabéna latka, vyrobce: FERMENTAS, Némecko

TEA pufr — Trisacetate EDTA, komer¢n¢ vyrabéna latka, vyrobce: - dodava Bio Tech.
Praha, SCIENTIFIC ELCHROM, gvycarsko

TBE pufr — Tris — borat EDTA, komeréné vyrabéna latka, vyrobce:Bio tech. a.s. Praha
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9. PRILOHY

Ptiloha 1.: Déleni M3 (a M1) markeru pro gel Spreadex

Zdroj:www.elchrom.com
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Ptiloha 2.: Rozpéti bazi pro vybér vhodného typu gelu Spreadex
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