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SOUHRN

Studium molekularni genetiky pst je v soucasnosti na vysoké trovni a zajem o ni ze
strany genetickych laboratofi i samotnych chovateli stale stoupa. Pes jako modelovy
organismus je pro genetické studie vhodny zejména diky své obrovské fenotypové
rozmanitosti a rovnéz se studium psiho genomu vyuziva i pro potieby humanni mediciny,
protoze pes trpi obdobnymi dédiénymi chorobami jako lidé. Ke kvalitni genetické analyze
patii nejen spravné provedeny odbér biologického materidlu testovaného jedince, ale
i transport vzorkil do laboratofe a jejich zpusob skladovani, které mohou vysledky analyzy
vyznamné ovlivnit.

Ve své praci jsem se zamétila na problematiku optimalizace téchto prvotnich krokd,
které vedou k ziskani kvalitni nekontaminované genomické DNA. V teoretické ¢asti uvadim
literarni piehled aktualnich vyzkumi psiho genomu a problematiku odbéru bun€k bukélnich
sliznic u psi 1 u lidi. V praktické ¢asti popisuji vlastni vyzkum optimalizace procesu izolace
DNA.

Tato prace je zaméfena na vyhodnoceni moznych vlivli na kvalitu a kvantitu izolované
DNA. Na vytéznost DNA ma4 statisticky vyznamny vliv (o = 0,05) hodnocené plemeno psa.
Prokazalo se, ze u velkych a obfich plemen se odebere vétsi mnozstvi bunck bukalnich sliznic
nez naptiklad u toy plemen, a tim i mnozstvi ziskané DNA se vyrazn¢ vyssi.

Byl rovnéz proveden experiment, kdy se zkoumal vliv opakované¢ho odbéru bun¢k
bukalni sliznice na mnozstvi DNA, a prokazalo se, ze mnozstvi DNA se sice po opakovanych
odbérech snizuje, ale stile je mozné vyizolovat dostatek kvalitni DNA i1 po 14. odbéru
jednoho jedince béhem jednoho dne.

Vliv kontaminace cytologickych kartackti zbytky potravy nebyl prokdzan jako
statisticky vyznamny (a = 0,05), pfesto bych ale chovatelim pst, pfipadnym zajemctim
0 genetické analyzy, doporucila vzorky bun€k bukélnich sliznic odebirat z relativné Cisté psi
tlamy, protoZe tyto vysledky se vztahuji pouze na tfi konkrétni mikrosatelitni markery
(FH2004, FH3210 a FH3241), nejsou tedy celkové zobecnény.

RovnéZ byl testovan vliv zpisobu a doby skladovani na parametry kvality a kvantity
DNA. Bylo prokazano, ze skladovani nevysusenych cytologickych kartdckl, obsahujicich
builkky bukalni sliznice, mad za nasledek degradaci DNA a zvySeny rlst bakterii
a mikroorganismu ve vzorku.

Klic¢ova slova: Canis lupus familiaris L., pes domaéci, bukalni sliznice, izolace DNA, kvalita
a kvantita DNA, kontaminace, PCR



SUMMARY

Molecular genetic studies are currently at the high level and genetic laboratories and

also dog owners and breeders are more and more interested in these analyses. Domestic dog is
often used as a model organism for genetic studies (veterinary even in human medicine)
especially because of its phenotype diversity and sharing some of inherited diseases with
humans. It is very important to have good quality samples of biological material without
contamination because they will be used for genetic analysis. To minimize contamination and
degradation of DNA it is crucial to do good sampling, transport samples to the laboratory and
keep them in suitable conditions.

In this work, | concentrate on these first steps of the optimization process of DNA
isolation. The first part of this bachelor thesis contains literary summary of recent researches
studying canine genome and it also contains the description of different methods and
techniques of collecting buccal cells from dogs and humans. In the second part, | introduce
my own research.

The research considers possible influences on quality and quantity of isolated DNA.
Samples were taken noninvasively from buccal swabs by the use of cytobrushes. It shows that
the influence of dog’s breed is statistically significant (o = 0,05). Giant breeds have larger
buccal mucosa than toy breeds so the total amount of DNA is bigger as well.

The thesis is focused on the effect of repeated sampling as well. The model study
includes sampling from the same dog individual fourteen times a day. The total amount of
isolated DNA is lower; however, it still can be used for genetic analysis.

The effect of contamination of different kinds of organic components of dogs’ food is
not statistically significant (a = 0,05); however, I would still recommend to dog owners who
send samples to the laboratory that they should be aware of contamination when collecting
samples. My study has only limited validity because it only refers to three microsatellite
markers (FH2004, FH3210 and FH3241).

This work also includes a model study of whether there is a statistically significant
influence of temperature and preservation time on the quality a quantity of isolated DNA. |
demonstrate that moist cytobrushes are not good for follow-up DNA isolation because of
potential bacteria growth and defragmentation of DNA.

Key words: Canis lupus familiaris L., domestic dog, buccal cells, DNA isolation, quality and
quantity of DNA, contamination, PCR
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1. UVOD

Pes domaci je jednim z nejcastéji chovanych domacich zvitat po celém svété. Neni to
uz jen pomocnik pfi lovu, ochrance a hlida¢, ale také nenahraditelny spole¢nik lidi, jejich
pfitel a ¢len rodiny.

Po mnohaletém souziti s lidmi se pes adaptoval na jejich zpuisob Zivota a to nejen
V pozitivnim smyslu, ale pfejal bohuzel i nékteré civiliza¢ni a dédi¢né choroby, které jsou jim
nyni spole¢né. Proto se genetické laboratofe Casto zabyvaji vyzkumem psiho genomu
a detekci jednotlivych genti, které jsou odpovédné za urcité projevy sledovaného znaku.

Proto, ze psi hraji tak dualezitou roli jako spolecnici lidi a jejich domaci mazliéei, je
dnes vyslechténo pies 400 raznych plemen, které se od sebe lisi nejen chovanim
a povahovymi vlastnostmi, ale i vzhledem, naptiklad velikosti, silou kostry, barvou a typem
srsti. Tyto fenotypové projevy jsou dilezitym plemennym znakem, ktery je potieba udrzovat.
Je tedy nutné znat jeho genetickou podstatu.

DNA se pro tyto vyzkumné ucely mize izolovat z krve, chlupovych cibulek nebo
z bunék bukalni sliznice. Metodu izolace z bukalnich sliznic jsem zvolila i pro svoji
bakalétskou praci. Popisuji zde pritbéh celého experimentu, od volby vhodnych plemen, pies
metodu odbéru vzorkil a izolaci DNA, az po vyhodnoceni kvality a kvantity DNA z Cistych
I kontaminovanych vzorkd. Pti odbéru bun€k bukalnich sliznic se totiz ¢asto stava, ze DNA je
kontaminovana zbytky potravy, proto jsem se snazila zjistit, zda ma tato kontaminace

a zpusob skladovani vzorkl néjaky vliv na nasledné analyzy izolované DNA.



2.

VEDECKE HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Védecké hypotézy

Na zacatku teSeni bakalaiské prace jsem si vytycila nasledujici védecké hypotézy,

které¢ vychazeji ze studia védecké literatury zaméiené na molekuldrni na analyzy psiho

genomu:

1.

Bunky bukalnich sliznic jsou jaderné somatické buiiky a obsahuji tudiz molekuly
DNA. Sterilni cytologicky kartacek umoznuje tyto buniky odebrat a zachytit na svém
povrchu.

Vsechny molekularni analyzy psiho genomu vyzaduji v pocatecnich etapach ziskani
biologického materialu, ze kterého je mozné extrahovat DNA. Z praktického hlediska
jsou mnohem vyhodnéj$i neinvazivni metody odbéru vzorkd, které nemusi provadét
veterindrni 1€kar a které zviteti nezplisobuji bolest ani velké stresové zatizeni.
Plemennd pftislusnost mize ovlivnit mnozstvi bun¢k zachycenych na cytologickém
kartacku. Lze tedy ptedpokladat, ze z vétSsiho mmnozstvi zachycenych bunék je
nasledné vyizolovano i vétsi mnozstvi DNA. Vliv plemenné piislusnosti nemusi
vychazet pouze ze snazS$iho odbéru bukdlnich bunc¢k u pst s vétsi tlamou a veétsi
schopnostmi akceptovat diikladny odbér bukalnich bunék cytologickym kartackem.

Pfi opakovaném odbéru bunék bukalnich sliznic cytologickym kartatkem u jednoho
atéhoz psa lze predpokladat, Ze se stoupajicim poctem odbéri mlZe dochéazet ke
snizovani po¢tu bunck zachycenych na kartacku. Lze proto 1 predpokladat, Ze
vytéznost DNA pii opakovanych odbérech miize klesat.

Enzymy nukledazy mohou vyrazné poSkozovat a degradovat molekuly DNA
na principu Stépeni fosfodiesterovych vazeb, které spojuji jednotlivé nukleotidy.
Utinek nukleaz je z hlediska naslednych molekularnich analyz zcela nezadouci, ale
béhem odbéru, transportu a skladovani biologickych vzorkll je mozné vytvorit takové
podminky, které budou aktivitu nukleaz eliminovat. Soucasn¢ lze simulovat takovou
situaci, kterd bude odpovidat transportu nevhodné pfipravenych vzorki, kdy naopak
nukle4dzy mohou byt vysoce aktivni.

Nukledzy zplsobuji fragmentaci vysokomolekuldrni DNA a jejich tc¢inek je mozny

vyhodnotit na zékladé testovaci elektroforézy extrahované DNA.



7.

Existuji UV-spektrofotometrické metody, které je mozné uspésné aplikovat pii odhadu
koncentrace extrahované DNA a pii posouzeni kontaminaci izolované DNA rtiznymi
organickymi latkami i anorganickymi solemi.

Pfi odbéru bukalnich sliznic ztlamy psa nelze nikdy vyloudit pfitomnost
kontaminujicich latek, které mohou teoreticky obsahovat molekuly cizorodé DNA.
Tuto situaci lze experimentdln¢ simulovat pfidavkem typickych komponentd psi
potravy K vzorkim bukalnich sliznic. Lze pfedpokladat, Ze organické kontaminanty
mohou zptisobovat kontaminace nejen na trovni DNA, ale i na trovni proteint.
Kontaminaci cizorodou DNA lze detekovat na zakladé¢ PCR amplifikacniho testu, ale
pouze za podminek, kdy pouzitad dvojice primerii bude vykazovat komplementaritu
nejen kanalyzované DNA psa, ale i ke kontaminujici DNA. O vé&tSing
mikrosatelitnich markert 1ze ptedpokladat, Ze jsou vysoce specifické a pii amplifikaci
se jejich primery nebudou schopny navazovat na cizorodou templatovou DNA jiného

puvodu nez psiho.

2.2 Cile prace

Béhem feSeni bakaldiské prace jsem si stanovila cile, pomoci kterych se pokusim

pfijmout nebo vyvratit vySe popsané hypotézy. K zédkladnim cilim prace patii:

1.

Zpracovat literarni reSerSi zaméfenou na aktudlni vysledky molekuldrniho vyzkumu
psti a na problematiku extrakce DNA z bunék bukalnich sliznic.

Vybrat vhodnou skupinu plemen, liSici se svou velikosti a u testovanych jedinct se
naucit reprodukovatelné izolovat genomickou DNA s vyuzitim komeréné vyrabéného
Kitu.

Samostatné¢ zvladnout techniky hodnoceni kvality a kvantity DNA, které jsou
zalozeny na UV-spektrofotometrickych analyzach a gelové elektroforéze.

Statisticky vyhodnotit vliv plemene na vytéZnost DNA a na poméry absorbanci
A260/A280 a A260/A230.

Ptipravit experiment, ktery bude zacileny na vliv opakovaného odbéru bunék
bukalnich sliznic jednoho psa na parametry kvantity a kvality izolované DNA.
Ziskana data vyhodnotit na zéklad¢ regresni a korela¢ni analyzy.

Navrhnout experiment, ktery bude simulovat podminky pii transportu neodborné

pfipravenych vzorkil cytologickych kartackli do genetické laboratofe. U tohoto



experimentu se zaméfit rovnéZ na statistické vyhodnoceni vlivu podminek a doby
skladovani na kvalitu a kvantitu izolované DNA.

Experimentalné¢ ovéfit, zda pritomnost kontaminujicich organickych latek
vV odebraném vzorku bukdlnich sliznic ma vliv na mnozstvi a kvalitu extrahované
DNA. Teoreticky mozny inhibi¢ni efekt kontaminujicich latek na funkci termostabilni
DNA polymerdzy ovéfit na zdkladé PCR amplifikace tfi autozomalnich

mikrosatelitnich lokust.



3.

LITERARNI RESERSE

3.1 Domestikace, vyznam psa a jeho taxonomické zarazeni

Nazory na pivod a misto domestikace psa se rozchazeji, ale to, ze psi hraji velmi

dalezitou roli v lidském Zivoté je dnes uz samoziejmosti snad pro kazdého.

Domestikace je proces, kterym se zvifata drZzena ¢lovékem v zajeti postupem cCasu

adaptuji, jak na né¢j, tak 1 na jeho zplisob Zzivota. Domestikace s sebou nese ale mnohé

fenotypové zmény, takze se zviie bude lisit od svych divokych piedku (Price, 1984).

Francis Galton (1865) formuloval ve své studii Sest zakladnich podminek, které musi

zvitata splnit, aby bylo viibec mozné je domestikovat:

1.
2.

odolnost — zvife musi byt schopno pfezit v novém prostiedi a brzy se mu pfizplsobit
pfichylnost k ¢lovéku — zvife se musi podvolit lidské vuli a nechat se sebou
manipulovat, i pfesto, Ze ¢loveék z n¢j chce mit uzitek ve formé tvrdé prace a €asto ho
Vv obdobi, kdy ho nepotiebuje, zanedbava

touha po pohodli — jakmile zvite zjisti, Ze prostfedi vytvorené ¢lovékem je pro jeho
preziti vyhodnéjsi nez volna ptiroda, bude se v zajeti chovat klidné&ji a 1épe si zvykne
uzite¢nost pro ¢lovéka — je to jedna z hlavnich podminek, bez které by ¢lovek ani
nepotieboval zviie ochoCovat

snadné rozmnoZovani — také jedna z hlavnich podminek, ktera, pokud je splnéna,
urychluje proces domestikace. Zvitrata se musi snadno rozmnozovat 1 v zajeti, kde jsou
pro n¢, oproti volnému Zivotu, ztizené podminky.

snadna ochocitelnost — zvife se musi nechat ¢lovékem snadno ovladat, a to i v piipadé

velkého stada

Pokud pes tehdy tyto podminky splnil, mohl zacit proces domestikace. Coppinger R.

a Coppinger L. (2001) formulovali ¢tyfi kroky mozného zpiisobu domestikace psa:

e lidé vytvorili novou obydlenou niku
e nc¢kteti vici se v ni vice pohybovali kvtli lepSimu ptistupu k potrave
e tito vlci byli vice tolerantni viici lidské pfitomnosti

e ngktefi takovi vlci méli existencidlni vyhody oproti divokym vlkiim



Posledni genetické studie dokazuji, ze jedinym predkem psa domaciho (Canis lupus
familiaris) je pouze vilk (Canis lupus), ne sakal nebo kojot (Vila et al., 1997). Lindblad-Toh et
al. (2005) popsali kompletni sekvenci psiho genomu, kde mimo jiné zjistili, ze pes a vlk Sedy
jsou nejblizsi piibuzni, jejich genom se 1isi pouze v 0,04 % az 0,21 % genetické informace.
Dalsi tfi druhy, které jsou se psem blizce pfibuzni a v divociné se s nim mohou péfit, jsou
kojot, sakal zlaty a vlk etiopsky.

Stale ale neni pfesné¢ ur¢eno obdobi, kdy byl pes domestikovan. Provadi se analyzy
mitochondrialni DNA (mtDNA) (Vila et al., 1997) a protoze mitochondridlni genom se dédi
pouze po matce, analyzy tak umoziuji odliSny pohled na evolu¢ni historii psovitych.
Vilaetal. (1997) analyzovali kontrolni sekvence mtDNA u 147 pst a 162 vlki z 27 mist
svéta. Ukazalo se, Ze tento druh vznikl nejspis v obdobi pied 40 000 az 135 000 let. Psi tedy
mohou byt mnohem star$i, nez se piedpokladalo podle archeologickych nalezl, ale nebyly
fenotypové odlisni od svych vi¢ich predku (Vila et al., 1997).

Savolainen et al. (2002) provedli studii na mitochondrialni DNA 654 pst z celého
svéta. Nejvetsi geneticka variabilita byla prokazana u psu z vychodni Asie, z ¢ehoz dospéli
k nazoru, Ze pes domaci vznikl z vlka pravé v této oblasti asi pied 15 000 lety.

Archeologické nalezy také podporuji tuto domnénku. Nejstar$i nalez psi kostry
pochazi z Bonn — Oberkasselu v Némecku z obdobi pied 14 000 lety. Byla zde nalezena
spodni Celist psa, Ktera se jako jedina z celé psi kostry zachovala ve spole¢ném hrobé dvou
lidi, padesatiletého muZze a dvaceti az pétadvacetileté Zeny (Nobis, 1979). Dal§im vyznamnym
archeologickym nalezem byla kostra Sténéte pohfebend spole¢né s muzem. Stafi téchto kosti
bylo odhadnuto na 12 000 let (Davis et Valla, 1978). Lidé uz v této dob¢ museli mit ke psim
néjaky vztah, pokud byli ochotni pohibit ho spole¢né se svymi blizkymi do hrobu. Zpocatku
ale pes znamenal pravdépodobné relativné snadny zdroj potravy. Vlci, kteti se pfiblizovali
K lidskym obydlim, kde taktéz hledali potravu, nebyli tak plasi a proto je lidé mohli snadnéji
ulovit. Morey (1990) se domniva, ze 1idé i psi jsou socialni druhy, které lovi vicemén¢ stejnou
kofist, proto se vlci mohli naucit pfiZzivovat se na zbytcich kofisti po lidech. Lidé se také
mohli naucit stejné taktice.

Také mohli zacit vyuzivat psy K lovu, jakmile kofist skolili, lidé je od ni odehnali,
najedli se a zbytky pfenechali psim. Ob¢ strany méli z takového souZziti benefit. Psi se
rozliSovali na ty, ktefi lovili podle pachové stopy, a ty, kteti vyhledali kofist pouze zrakem.
Lidé ocenovali nejen jejich schopnost lovit, ale naucili se vyuzivat i psi produkty, psi kiize

a kosti jako nastroje nebo do nich vyiezavali ornamenty (Morey, 2010).



Jakmile se lidska spolec¢nost naucila psy akceptovat jako pomocniky a spolecniky,
zaCala zamérna selekce a v dnesni dobé uz zname vice nez 400 plemen psi. VéEtSina z nich
byla Slechténa na rozdilny fenotyp a typické vlastnosti (van Asch et al., 2009). Dnes uz
mnoho lidi zapomina na pivodni poslani daného plemene a z diive ostrych loveckych psii se
snazi délat doméci mazlicky. To se ovSem netyka pouze loveckych psii, na druhou stranu je
ale role psa jako spolecnika v této dobé obrovskd. Mnoho psi se uplatiiuje i pti 1éceni lidi
a zlepSovani jejich zdravotniho i1 psychického stavu pii nejriznéj$i canisrehabilitacich.
Sluzebni plemena se stale vice vyuzivaji v armadé a u policie. I nabidka psich sportt je dnes
opravdu bohata, se psem muzeme chodit na agility, flyball, soutézit v dog frisbee ¢i
v obedience. Sportovni kynologie také oslovuje mnohem vic lidi, je vidét, Ze zajem o psy
asouziti s nimi stdle roste a vyznam psa v lidské spolecnosti je nyni opravdu obrovsky.
Nesmime ale zapominat na to, Ze pes je stale Selma, ktera potiebuje spoustu pozornosti
a zvlastni péce.

Pes domaci (Canis lupus familiris) patii do podiadu psotvarné selmy (Carniformia) a

¢eledi psoviti (Canidae) (Cisafovsky, 2008), jak je uvedeno na obrazku 1.

Obrazek 1: Pozice psa domaciho v Zivocisné fi8i — upraveno podle Cisatovsky, 2008

Rige: 7ivotichové

Kmen; strunatci

Tiida: savci

Rad: selmy

Podiad: psotvarni

Celed: psoviti
Rod: Canis
Druh: vik obecny (Canis lupus)

Poddruh:

pes domdei (Canis lupus familiaris)*
vlk indicky (Canis lupus pallipes)*
vlk mongolsky (Canis lupus chanco)*

3.2 Charakteristika a rozdéleni plemen pst

Ve své praci jsem izolovala DNA ze stérd bukalnich sliznic osmi plemen. Zde se

zamétim na jejich stru¢nou charakteristiku a rozdéleni.



3.2.1 Rozdéleni plemen podle FCI

V Ceské republice se plemena psii zapisuji pod Mezinarodni kynologickou organizaci
FCI, ktera plemena déli do deseti skupin (FCI, 2010):
I.  plemena ov¢acka, pasteveckd a honacka, kromé Svycarskych salasnickych psii
Il.  pincové, kniraci, plemena molossoidni a Svycarsti salaSnicti psi
. teriéfi
IV. jezevcici

V.  $picové a primitivni plemena

VI.  honici a barvafi
VIl.  ohaii
VIII.  slidici, retrivii a psi vodni

IX.  spolecenska plemena

X.  chrti

3.2.2. Zarazeni plemen do velikostnich kategorii

Podle kohoutkové vysky v dospélosti se psi deli do ¢tyi skupin. Mala plemena vazi
v dospélosti maximalné 10 kilogrami. Radi se sem i toy plemena, ktera maji maximalni vahu
do 4 kilogramt (Royal Canin, 2010). Do malé velikostni kategorie patii néktera plemena pst
ze skupiny FCI cislo 11, III, TV, IX. Z téchto malych plemen jsem do vyzkumu pouzila stéry
bukalnich sliznic border teriéra a standardniho jezevéika dlouhosrstého. Z toy plemen byl
vybran jezev€ik krali¢i dlouhosrsty. Dalsi skupinou jsou plemena stiedni, kam spadaji psi
0 vaze mezi 11 a 25 kilogramy. FCI doposud uznalo 137 stfednich plemen (Royal Canin,
2010). Do mé bakalaiské prace byla zahrnuta DNA border kolie a bearded kolie. Dale sem
patii naptiklad kokr$pan€lé, sibiisky husky ¢i plemena nizkonohych honict.

Plemena pst vazici v dospé€losti mezi 26 a 44 kilogramy fadime do kategorie velkych
plemen. Jsou to napiiklad némecti i belgicti ov€aci, retrivii (krome Nova scotia duck tolling
retrivra) nebo také ohafi a nektefi chrti. U téchto plemen je potieba dbat na spravnou vyZzivu
nejen béhem Zivota, ale hlavné ve §téné¢im veéku, aby se spravné vyvinula kostra a klouby.
Jsou to velkd a mnohdy té€Zka plemena, ktera svoje klouby patiicné zatézuji, proto Casto trpi
poruchami motoriky ¢i artritidou. Z téchto velkych plemen jsem pro svou praci vybrala
ceskoslovenského vicaka a rhodeského ridgebacka.

Posledni skupinou jsou obii plemena o vaze nad 45 kilogrami. Radi se sem naptiklad

molossoidni plemena. U téchto pst jsou klouby jest€¢ vice zatézovany velkou konstituci



a télesnou vahou. Kostra se vyviji pomémé rychle, takZze musime hlidat pomér véapniku
a fosforu hlavné v obdobi rastu (Royal Canin, 2010). Z obfich plemen jsem do vyzkumu

zatadila bukalni stéry z plemene bernsky salas$nicky pes a bulmastif.

3.2.3. Charakteristika jednotlivych plemen testovanych v bakalarské praci

Jezevcéika krali¢iho (JK, JKD — dlouhosrsty) fadime spole¢né se vSemi jezevéiky do
FCI skupiny 1V, standard ¢islo 148. Od trpasli¢iho se lisi obvodem hrudniku, ve stafi
minimalné 15 mésici ma mit maximalni obvod 30 centimetri. Hlava se ma pii pohledu shora
1 ze strany stejnomérn¢ zuzovat az k nosni houb¢, morda dosahuje az k tirovni o¢i, pes ji mize
dosiroka oteviit. Pysky musi byt pevné pfilehlé a dobfe kryt spodni celist (FCI, 2001). Ma
protahlé télo na kratkych koncetinach, pfesto by mél byt hbity a pohyblivy. Podle standardu
FCI ma byt pratelsky, ale ne bazlivy ani agresivni. Jezevcici jsou ostraZiti a tvrdohlavi,
schopni pracovat bez zavislosti na viidci, coz je jednou z jejich ptednosti pii praci v podzemni
nofte.

Jezev¢ik standardni (JS, JSD — dlouhosrsty) ma mit podle standardu FCI (2001) obvod
hrudniku vets$i nez 35 centimetri, ale nemél by ptesahovat horni hranici hmotnosti, coz je
9 kilogramt.

Border teriér (BRT) patii do FCI skupiny I1I, najdeme ho pod standardem ¢islo 10. Je
to stfedné velky pracovni pes, se silnou kostrou a kompaktni stavbou téla. Hlava by se méla
podobat hlavé vydry, tlama je kratka, ale silnd (FCI, 1998). Border teriér je velice
temperamentni, aktivni a podle standardu ma v chovani projevovat urcitou davku hravosti.

Border kolie (BOC) patii mezi ovcacka plemena, je tedy v FCI skupiné I, pod
standardem cislo 297. T¢lesnd stavba téchto kolii musi ukazovat jejich vykonnost, vyvazenost
a ladny ptvab. Siroka a silna ¢enichova partie smérem k nosni houbé zuzovat a pysky maji
byt ptiléhavé ani plné ani oblé (FCI, 2009). Jsou to vytrvali, inteligentni a prace chtivi psi
(Verhoef-Verhallen, 2002).

Plemenny standard bearded kolie (BD) najdeme pod ¢islem 271, v FCI skupiné L. Je to
Stihly, Slachovity pes, ktery by nemél plisobit tézkym dojmem. Lebka je kvadratickd, tlama
prostorna a silnd, jeji délka odpovida vzdalenosti stopu od tylniho hrbolu. Pysky musi byt
jednobarevné, bez tecek a skvrn, a jejich pigmentace, stejné jako pigmentace ocnich vicek, ma
odpovidat barvé nosni houby (FCI, 1989). Povahu bearded kolii standard popisuje jako

aktivni, zvidavou, ale bez zndmek agresivity nebo nervozity.



Ceskoslovensky vi¢ak (CSV) je fazen do FCI skupiny I se standardem ¢&islo 332.
Ackoli byl vyslechtén na tizemi byvalého Ceskoslovenska, dnes ma nad timto plemenem
patronat Slovenska republika. Je to velky silny pes obdélnikového ramce. Tlama nesmi byt
Siroka, hibet nosu by mél byt rovny. Pysky musi tésné ptiléhat a jejich okraje jsou cerné (FCI,
1999). Pes je siln¢ fixovan na svého pana, nediveéiivy k cizim lidem, ostrazity a nebojacny.

Ve skupiné FCI ¢islo VI pod standardem ¢islo 146 nalezneme rhodeského ridgebacka
(RR). Je to harmonicky stavény, clegantni pes se silnou kostrou a dobrym osvalenim.
Zvlastnosti toho plemene je pruh srsti na hibeté nazyvany ridge, rostouci opacnym smérem
nez ostatni srst po téle. Podle FCI standardu (1998) je tlama velka a prostorna, pysky maji
ptiléhat k Celistem a byt pevné napjaté.

Bernsky salasnicky pes (BSP) spada do FCI skupiny II, standard ¢islo 45. Stavba téla
je harmonicka, silnd, pes je dobife osvalen a ma Silné koncetiny. Pivodnim poslanim bylo
hlidat statky ve Svycarském kantonu Bern, nahénét ovce a dobytek z pastvy a rozvazet na
specialné upravenych vozicich mléko do vesnic (Riber, 1997). Hlava bernskych salasnickych
pst je silné a pii pohledu zeptedu a z profilu malo klenutd, tlama silné a stfedné dlouhd, cerné
pigmentované pysky musi pevné piiléhat k Celisti (FCI, 2003).

Bulmastif (BM) je velké molossoidni plemeno pattici do FCI skupiny II, standard ma
¢islo 157. Jeho velké télo je soumémé, je plny sily, ale nema plisobit tézkopadné. Dale se ve
standardu docteme, Ze je velmi aktivni a vytrvaly. Lebka je velkd a kvadratickd, tlama ma byt
naopak mensi a kratkd. Vzdalenost od $pi¢ky cenichu ke stopu ma byt zhruba jednu tfetinu
celkoveé délky hlavy. Pysky nesmi pfesahovat spodni okraj dolni Celisti. U bulmastifi je

dovolen lehky piedkus a lice maji byt lehce vyplnéné (FCI, 2011).

3.3 Genom psa

V dnesni dob¢ je znamo vice nez 400 plemen psi s naprosto riznorodym fenotypem,
proto je pes velmi zajimavy jako model pro genetické analyzy a studie.

Psi genom rozlustila v roce 2004 Kirsten Lindblad-Tohova a jeji tym z Broad Institute
of Harvard and MIT (publikovano 2005). Pro jeho sekvenaci pouzili DNA z feny boxera
a vypocetli celkovou velikost genomu na 2,41 miliardy part bazi. Jejich studie poskytla nejen
koncept vysoce kvalitni sekvence psiho genomu, ale také navrhla mapu jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP — single nucleotide polymorphisms) napii¢ jednotlivymi plemeny.
Odhalili, ze v celém psim genomu se objevuje rozsahly haplotyp, podle kterého jsou schopni

urcit povahu genetické rozmanitosti u psti. Dale také Lindblad-Toh et al. (2005) vytvotili
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software pro formalni hodnoceni pfesnosti kompletace DNA a nasledn¢ tak ovéfili, Ze vice
nez 99 % z jejich navrhu sekvence psiho genomu bylo sestaveno spravné. Také ve své studii
srovnavali lidsky a psi genom a zjistili, ze 5,3 % lidského genomu obsahuje funkéni prvky,
které se zachovaly 1 u pst kviili mnohaleté negativni selekci. Jejich vysledky dale ukazuji, ze
tyto prvky se bézné objevuji v sadé¢ v genomu savcl, nebot’ je nalezly na stejnych lokusech
I Umysi.

Ostrander a Wayne (2005) naproti tomu stanovili poéet genii ve psim genomu na
19 000, coz je o néco méné nez v lidském genomu, ktery obsahuje podle National Human
Genome Institut (2011) 20 500 gent.

Rozlusténi psiho genomu umoziiuje studovat genetickou piibuznost jednotlivych
plemen, ptibuznost psa a vlka ¢i dédi¢né pienosné choroby i dédiéné vlastnosti psi. Zjisténa
kompletni sekvence psiho genomu déale napomohla k sestaveni fylogenetického stromu témét
vsech zijicich druht z ¢eledi Canidae, psoviti. Také ale umoznuje srovnavat lidsky genom
s genomem ostatnich savcl, V zdvislosti na pfesné zjisténé pozici psa ve fylogenetickém
stromu savcu (Lindblad-Toh et al., 2005).

Ostrander a Wayne (2005) se domnivaji, Ze za posledni dvé stoleti se psi stali tak
vyznamnou soucasti lidského Zivota a provadélo se tolik uzitkovych kfizeni, Ze to mize byt
povazovano ze jeden z nejvétsich genetickych pokust, ktery kdy byl vytvoren. Za tuto dobu
vzniklo pies 400 plemen pst, coz se V ramci jednoho plemene nemohlo vyhnout ptibuzenské
plemenitb¢, protoze jak uvadi Dostal (2007), vlastnosti i vzhled nové vznikajiciho plemene
potiebujeme upevnit, aby se piendsely na potomstvo, cehoz dosahneme pravé uzkou
pfibuzenskou plemenitbou.

Ta s sebou ale nese nebezpeci upevnéni i nezadoucich znakd a vlastnosti, genetickych
chorob nevyjimaje. Jak uvadi Ostrander a Wayne (2005), u mnoha z dnesnich plemen pst se
vyskytuji dédi¢na onemocnéni, jako napiiklad rakovina, hluchota, slepota, nemoci srdce
a poruchy jeho rytmu, epilepsie, choroby o¢i ¢i autoimunitni onemocnéni. Vzhledem k tomu,
ze Vv lidské populaci se tyto choroby taktéz vyskytuji, zkoumani jejich genetické podstaty
a moznosti 1éCeni je snadnéji proveditelné a v mnohych ohledech levnéjsi na psech.

Fenotypova rozmanitost psich plemen poukazuje na jejich genetickou diverzitu, ktera
byla ale béhem historie vzniku jednotlivych plemen dvakrat ohrozena tzv. efektem hrdla
lahve. To znamend, Ze se prudce snizila velikost efektivni populace, a to jednou kvili
samotné¢ domestikaci psa a podruhé tvorbou soucasnych plemen. Pokles genetické

rozmanitosti je patrny, jak uvadi Lindblad-Toh et al. (2005), z Siroké vazebné nerovnovahy
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(LD - linkage disequilibrium), kterou popisuje Sutter et al. (2004) jako nendhodné spojovani

alel ve dvou ¢i vice lokusech.

3.4 Veterinarni molekularni laboratore a jejich nabidky analyz

V dne$ni dob& existuje Vv zahrani¢i i v Ceské republice nékolik desitek
specializovanych laboratofi a ustavi, které poskytuji genetické a biologické analyzy nejen pro
potteby statniho veterinarniho dozoru a nejriznéjSich vyzkumd, ale i pro jednotlivé chovatele,
ktefi se na specializované laboratofe Casto obraci se zadosti o provedeni genetickych testl
ujejich psa ¢i feny, které chtéji zaradit do chovu. V nésledujicich kapitolach se zaméfim
na charakteristiku nejznaméjsich laboratoii v Ceské republice i v zahraniéi a nastinim nabidky

jejich analyz.

3.4.1 Laboratoie v Ceské republice

V Plzni existuje genetickd laboratof Genomia s.r.o., akreditovana pod ¢islem 1549,
ktera se zabyva molekularné biologickou diagnostikou. Testuje a zkouma dédi¢né choroby
pst, kocek i skotu, provadi testy barev a kvality srsti psii, kocek a koni. Déale mapuje
genetické profily jednotlivych psu a provadi vyzkum parentity. Jejich nabidka obsahuje okolo
70 riiznych specialnich vysetieni pro psSy. Laboratof nabizi i archivaci DNA po dobu 10 let.
Ceny se pohybuji vrozmezi od 680 K¢ za prukaz Borrelie burgdorferi az po 3000 K¢
za alergologické testy. V nich stanovuji protilatky na inhala¢ni alergeny (napiiklad javor,
bfiza, dub, pelyn€k cernobyl ¢i alergie na blechy) a potravinové alergeny (napiiklad ryze,
kukufice, oves nebo rtizné druhy masa) (Genomia, 2012).

Laboratoi molekularni genetiky a cytogenetiky GENSERVICE s.r.0., akreditovana
pod cislem 1097, sidli v Brn€ a nabizi analyzu DNA pro ur€eni parentity, pro vytvoreni
individudlniho DNA profilu a podle rozboru krve jsou schopni vybrat nejvhodné;jsi jedince
K plemenitbé. U ptaki provadi urCovani pohlavi, diagnostiku pivodct cirkovirové infekce
a prikaz Chlamydia psittaci. Za 300 K¢ nabizeji archivaci DNA a za 1500 K¢ zjistuji
druhovou identifikaci na zakladé mitochondrialni DNA (Svoboda, 2004).

Statni veterinarni ustav Praha poskytuje chovateliim genetické analyzy v Laboratofi
molekularnich metod. Testy na genetické choroby provadéji pouze u kocek a psu. U psi navic
jenom test na ptitomnost defektniho genu MDRI, ktery zplsobuje precitlivélost vici

nékterym 1éklim. Toto onemocnéni se vyskytuje predev§im u ovcackych plemen, protoze jak
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uvadi Ostrander a Wayne (2005) mutace genu MDRL1 se vyskytuje u spole¢ného piedka
téchto plemen, coz potvrdili analyzou haplotypt. Laboratot molekuldrnich metod dale nabizi
identifikaci druhové specifické DNA. Urcovani pohlavi nabizi pouze u skotu, ale jak uvadi na
svych internetovych strankach, po domluvé jsou schopni provést i pro jiné druhy (Statni
veterindrni Ustav Praha, 2010).

Na Vysoc¢iné€ byl v roce 2003 ziizen Statni veterindrni ustav Jihlava jako akreditovana
zkusebni laboratof ¢. 1129. Zabyva se testovanim zdravi zvifat, hygienou a bezpecnosti
potravin i krmiv a ekologii. V oblasti zdravi a prevence chorob zvifat nabizi diagnostiky
infek¢énich 1 neinfekénich chorob zvifat hospodaiskych 1 v zajmovych chovech, provadi
specialni vySetfeni na pfitomnost bakterii a paraziti Vv téle zvifat. Pfi kontrole zdravotniho
stavu pouzivaji biochemické, toxikologické a hematologické vySetfeni. Na oddéleni patologie
provadi histologickd a imonuhistologickd vySetfeni. Jejich laboratof molekuldrni biologie
pouziva na stanoveni bakteridlnich a virovych patogenii v organismu diagnostiku pomoci
PCR a real — time PCR. Ceny laboratorniho vySetieni u pst se pohybuji od 100 K¢ za prikaz
mikrofilarii vlasovce psiho (Dirofilaria immitis) nebo 150 K¢ za nalez Giardie intestinalis, az
po 2000 K¢ za prikaz protilatek u Toxoplasma gondii ¢i Leishmania infantum (Statni

veterinarni Gstav Jihlava, 2012).

3.4.2 Laboratore v zahranic¢i

Veterinarni genetickd laboratof UC Davis provadi vyzkumy pod zaStitou Kalifornské
veterinarni univerzity v USA. Nabizi testovani parentity, genetické diagnostiky a vyzkum
dédi¢nych chorob. Nové také provadi testy na podil vI¢i krve v kfiZencich mezi psy a viky.
U pst provadi jiz zminované testovani rodiovstvi, testy na predispozice pro hyperurikosurie,
ktera se projevuje zvySenym vylucovanim kyseliny mocové moci. Také se zabyvé testovanim
genll pro uréovani barvy srsti, u americkych bezsrstych teriéri testuji geny pro piitomnost
osrsténi. U mopsi testuje nachylnost na encefalitidy a u vSech ostatnich plemen nabizi
moznost zjisténi karyotypu z krevniho vzorku. U biglii provadi testy na pfitomnost mutované
alely, ktera zpusobuje Musladin-Lueke Syndrom (UC Davis, 2011). Jak uvadi Bader et al.
(2010), Musladin-Lueke syndrom se projevuje fibrozou kize, na uSnich chrupavkach i na
ocase se mohou projevit zdhyby a boule. Na prednich koncetindch maji biglové zkracené
prsty a mohou mit problémy i se srde€nim rytmem, coz miZze piertist v zachvaty, které n€kdy
kon¢i smrti. Tento syndrom je zobrazen na obrazku 2. V jeho casti A je vidét srovnani

zdravého a postiZzeného bigla. V ¢asti B a C je detail bigla trpiciho MLS syndromem.
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Obrazek 2: Musladin-Lueke syndrom u bigla — upraveno podle Badera, 2010

Ve stat¢ Michigan v USA je veterinarni genetickd laboratof VetGen, kterd své
vyzkumy zaméfuje na genom psi, kocek a koni. U pst kiizencii zkouma jejich genetickou
ptibuznost s Cistokrevnymi plemeny, na svych internetovych strankach uvadi, ze staci zaslat
stér bukalni sliznice psa a do tfi tydnii v emailu zvefejni vysledky, jaka plemena se podilela
na vzniku daného kiizence. Nabizi otestovani, zda je pes potomek prvni filidlni generace dvou
Cistokrevnych psu, tzv. Designer dog. Dale poskytuje testovani parentity a testy na mnoho
dédiénych chorob. Také se zabyva dédi¢nosti barvy, struktury a délky srsti (vetGen, 2012).

Animal Genetics je geneticka laboratof ve staté Florida v USA. Zajemcim nabizi
testovani genetikych vloh pro barvu a typ srsti psa ¢i testy na dédi¢né choroby. Vytvaii také
DNA profily jednotlivych psti a provadi testovani parentity (Animal Genetics, 2012).

Geneticka laboratof, specializujici se na testovani pst a koni, Canine and Equine
Genetics Laboratory na Univerzité v Minnesoté nabizi testy na pét dédicnych chorob u pst.
U border kolii zde zkoumaji poruchu zvanou kolaps border kolii (BCC), ktera se projevuje,
jak uvadgji na svych internetovych strankach, po namahavé fyzické praci zrychlenym
dychanim, poruchou koordinace chilize, padanim na stranu a celkovym zmatenim. Podobny
kolaps mtize nastat 1 po fyzickych aktivitdich u jinych plemen, jako jsou néktefi retfivii nebo
welsh corgi. Genetické testy na pritomnost idiopatické epilepsie provadi tato laboratof

u australskych ovc¢aka, biglt, anglickych SpringrSpanélt, velkych Svycarskych salasnickych
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pst a mad’arskych ohatti. Dale provadi testy u leonbergerti na dédi¢nou chorobu zvanou
polyneuropatie, coz je porucha perifernich nervi. V jejich nabidce je jako posledni uveden
test na zjisténi genetické predispozice vyskytu mocovych kamenti ze Stavelanu vapenatého.
Tato porucha je, jak uvadéji, velice Casta u malych knira¢a (Canine and Equine Genetics
Laboratory, 2011).

3.5 Metody izolace DNA

Nukleové kyseliny se nachazeji pfedevsim v bunécném jadre, proto pro jejich izolaci
se nejdiive musi lyzovat bunky dané tkan¢, ze kterych chceme nukleové kyseliny ziskat. Pro
izolaci DNA z bunék bukalnich sliznic je mozné zvolit laboratorni postupy, které vychazeji
z roztokd, které jsou piimo pfipraveny v laboratofi. Mezi nejcastéji pouzivanou metodu
izolace  DNA z bukalnich bun¢k zachycenych na odbérovém kartaCku patii fenol —
chloroformova extrakce (Bilek et al., 2007). V soucasné dobé vsak naprosta vétSina laboratofi
provadgjici vétsi pocty analyz vyuziva komeréné vyrabénych kitt, které jsou zalozeny na lyze

buné¢k a na nasledném zachyceni molekul DNA na silikatové kolonce.

3.5.1 Fenol — chloroformova extrakce

Tato metoda je velmi rozsifena a vhodna zejména pro vysokomolekularni genomové
nukleové kyseliny (Bilek et al, 2007). Vybrana tkan, ze které se bude izolovat nukleova
kyselina, se nejprve lyzuje v pufru. Lyzi bunék usnadiuje ptidani enzymu proteinazy K.
Pfidanim fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu se docili denaturace bilkovin a jejich
vysrazeni. Po centrifugaci dojde k rozdéleni fazi na horni vodni a dolni chloroformovou,
protoZe chloroform je organické rozpoustédlo, které se nemisi s vodnym roztokem. Na
rozhrani mezi fazemi se vysrazeji prstenec proteini. Horni vodni faze obsahuje nukleové
kyseliny. Po piidani koncentrovaného etanolu a odstfedéni se nukleové kyseliny vysrazeji.
Spoleéné¢ snimi se vysrazi ale i soli, které se ze vzorku odstrani 70 % etanolem
a ve zkumavce ztistane pouze supernatant a ¢isté nukleové kyseliny (Raclavsky, 2003).

Modifikaci fenol — chloroformové extrakce popisuji napiiklad Garcia-Closas et al.
(2001) a Cao et al. (2003). Tito autofi uvadeji, ze fenol — chloroformova extrakce poskytuje
nejvyssi vytéznost DNA, ktera je vhodna pro nasledné analyzy na principu PCR. Fenol —
chloroformovou purifikaci pouzili pti extrakci DNA u psu napiiklad Vila et al. (2003)
a Sundqvist et al. (2001).
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3.5.2 Metody zaloZené na navazani DNA na silikatovou kolonku

Dalsi metoda izolace nukleovych kyselin vyuziva vysokou afinitu DNA na silikatovy
povrch ve specialné upravené chromatografické kolonce. DNA se po pfidani chaotropnich
soli (iontové slouCeniny porusujici vodikové mustky vody) navaze na povrch silikagelu
a kontaminujici latky projdou pies kolonku. Cista DNA tak ziistane na kolonce, odstranit ji
muzeme smytim vodou nebo pufrem (Janochova, 2009).

Na tomto principu je zalozena naprosta vétSina komeréné vyrabénych extrakénich
kitd. Vyhodou pouziti téchto technik je zaruceni wvysoké stability vSech roztoki
a laboratorniho materialu, ktery je pii extrakci pouzivan. Metoda vyuZzivajici komercné
vyrabéné kity je mnohonasobné rychlej§i oproti standardnim laboratornim postuptm.
Obvykle neni zapottebi provadét zadné slozité optimalizace. Navody k pouziti kith obvykle
uvadgéji detailni postup izolace z rizného typu biologického materialu, jako je napiiklad krev,
chlupové cibulky nebo stéry bukalnich sliznic. V oblasti molekularni genetiky pst naptiklad
Chang et al. (2007) pouzili pro extrakci DNA z bukalnich stéru kit QIAamp DNA Mini Kit
(QIAGEN). Yokoyama et al. (2010) popisuji extrakce psi DNA s vyuzitim kitu Puregene
Blood Kit (QIAGEN). Vila et al. (2003) pouzila pro ziskani vysokomolekularni genomické
DNA u psti a vkt kit 1zoquick DNA Extraction Kit (Orca). Pouziti kitu QlAamp DNA Stool
Mini Kit doporucuji naptiklad Liberg et al. (2005).

3.6 Builky bukalnich sliznic jako biologicky material urceny

k extrakci DNA

Izolace DNA z bun¢k bukalnich sliznic ma vyhodou v tom, ze metoda odebirani
vzorkli je neinvazivni, to znamena, Zze testovaného jedince nijak neposkozujeme

a nenarusujeme homeostazu jeho organismu (Beja-Pereira et al, 2009).

3.6.1 Metody odbéru bukalnich sliznic

Nejcastéji se pro odbér bun€k bukalnich sliznic pouziva cytologicky kartacek, kterym
se vytfe prostor mezi dasni a tvafi, respektive pyskem u zvifat. Dal$i vyhodou je, Ze stér
bukalnich bun€k v humanni mediciné mohou provadét sami testovani jedinci, pfipadné sami
majitelé testovanych pst, nemusi byt proveden lékafem, jako napiiklad vzorky DNA

izolované z krve.
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Odbéry bunék bukalnich sliznic v humanni genetice

Pii vyzkumech lidské DNA se Casto pouziva odbér pomoci vyplachu tstni vodou
(Marchand et al., 2001; Heath et al., 2001; Garcia-Closas et al., 2001; Feigelson et al., 2001).
Technika je snadnd, odbér rychly a do vyzkumu je mozné zahrnout velké mnozstvi
testovanych jedinct.

Rozséahl¢ studie, které zahrnuji mnoho testovanych dobrovolnikd nejsou ale vzdy tak
snadno proveditelné. Touto problematikou se zabyvali Marchand et al. (2001). Vyzkum
provadéli na 239 obyvatelich Havajskych ostrovi. Zaslali dobrovolnikim 10 ml Gstni vody,
kterou si méli vyplachovat ustni dutinu po dobu 60 sekund, poté vzorek vyplivnout a uzavtit
do zkumavky a zaslat do laboratofe. V laboratofi byly vzorky zmrazeny na teplotou — 20 °C
a ponechany tak zhruba rok, neZ vSichni Gcastnici zaslali vzorky zpét.

Heath et al. (2001) ve své studii zjistovali, ktera znacka tustni vody bude nejvice
vyhovovat pro pouziti pii odebirani DNA. Na vyhodnoceni nejvhodné&jsiho typu ustni vody
bylo pouzito pét faktort: jeji slucitelnost s latkami na procisténi DNA, vytéznost a kvalita
DNA zkoumana po probéhlé PCR, dale stalost roztoku s DNA ponechaného 7 dni pfi
pokojové teploté¢ a poslednim hodnocenym kritériem byla pfichut’ ustni vody. Skupiné 20
testovanych lidi byly ptedlozeny vzorky péti typu tGstni vody a dobrovolnici je méli ohodnotit
na stupnici 1 — 5 (5 nejlepsi chut’, 1 nejhorsi). Po vyhodnoceni v§ech parametrii vysla jako
nejlep§i medium pro odbér bukdlnich bunék ustni voda znaCky Scope, zobrazena

na obrazku 3.

Obrazek 3: Ustni voda Scope — upraveno podle DuPont Packaging, 2010




Nez se odbér pomoci ustni vody zacal bézné pouzivat v praxi, bylo provedeno né€kolik
srovnavacich studii na testovani kvality a kvantity DNA odebrané z bun¢k bukalni sliznice
pomoci vyplachu tstni vodou nebo stérem cytologickych kartacku (Garcia-Closas et al.,2001;
King et al.,2002). Garcia-Closas et al. (2001) dosli k zavéru, ze jeden vzorek DNA odebrany
pomoci vyplachu obsahuje vétsi mnozstvi DNA a izolovand DNA ma i vétsi molekulovou
hmotnost nez ze vzorku pochazejiciho ze dvou cytologickych kartacka.

King et al. (2002) taktéz porovnavali tyto dvé metody odbéru bun¢k bukalnich sliznic,
navic jeSté¢ zkoumali 1 financni stranku obou téchto metod pro rozsahlé studie. Jako vyhody
izolace vzorki DNA odebranych pomoci vyplachu ustni vodou uvadéji vyssi primérnou
vytéznost DNA a to, Ze i jeji fragmenty jsou del$i nez pfi izolaci bunék odebranych pomoci
cytologickych kartackt. Naproti tomu je ale odbér ustni vodou finanéné nakladnéjsi, protoze
vzorky se pfed zmrazenim musi odstfedit a spotiebuje se tak vice materidlu. Do svého
vyzkumu King et al. (2002) zahrnuli 24 dobrovolnikti, pouze 22 z nich poslalo vzorky DNA
zpét do laboratore. Kazdy dobrovolnik obdrzel dva soubory cytologickych kartackt a jeden
vzorek ustni vody s polypropylenovou zkumavkou. Zasilky jim byly odesilany vzdy po
4 tydnech, aby se bukalni sliznice mohla zregenerovat. Jedna skupina tc¢astnikii méla odebrat
bunky bukalni sliznice rano pied jidlem, druha skupina kdykoli béhem dne. Pfed odebiranim
si méli 10 sekund vyplachovat tsta vodou zvodovodu apoté odebrat bunky jednim
kartaCkem z pravé tvare, druhym zlevé tvafe a tieti opét z pravé tvare. Prvni zasilka
cytologickych kartackt obsahovala instrukce, aby dobrovolnici pti odebirani vzorki otaceli
cytologickym kartackem, zatimco s nim budou pohybovat po bukalni sliznici nahoru a dold.
Ve druhé zésilce byl zménény postup — pied odebirdnim vzorkl si méli dobrovolnici 30
sekund tfit tvafemi 0 zuby a poté odebrat vzorky stejnym zpisobem, jako v prvnim piipadé.
Za dal$i 4 tydny méli ucastnici vyzkumu odebirat vzorky pomoci vyplachu ustni vodou,
nejprve museli vyplachnout usta vodou z vodovodu opét po dobu 10 sekund a nasledné si 15
sekund ttit tvafe proti zubtim. Poté nabrat do ust 20 ml ustni vody Scope a 60 sekund si
energicky kloktat a vyplachovat ustni dutinu. Vzorek nasledné vyplivnout do pfilozené
zkumavky a odeslat zpét do laboratofe. Po vyhodnoceni vysledki King et al. (2002)
publikovali, ze nenasli rozdily vytéZnosti DNA mezi vzorky z ranniho odbéru bun€k nebo
béhem dne. Rozdil ve vytéznosti nebyl ani mezi rozdilnymi zplisoby odebirdni vzorkl
(otaCeni kartacku, tfeni tvare).

Odbér bun€k bukalnich sliznic pomoci Ustni vody se jevi jako vyhodny alespoil

V huménni medicing. Je ale potieba dodrzovat urcitd pravidla pti provadéni odbéru, protoze
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jak uvadi Feigelson et al. (2001), pokud si testovany jedinec vycisti zuby 1 hodinu pted
odbérem, snizi se mnozstvi DNA extrahované z bukalnich bunék az 0 40 %.

Harty et al. (2000) vynalezli dalsi zptsob odbéru bukélnich bun¢k, a to pomoci
specidlné upravené karty. Ve své studii uvadéji, ze vytéznost DNA ze stéra sliznic pomoci
takové karty je srovnatelnd se stéry pomoci kartdckd, navic je tento zpiisob ziskavani vzorki
vyhodnéjsi pro potieby rozsahlych dlouhodobych studii, kdy se vzorky s DNA musi dlouho
skladovat a slozité pievazet. Karty byly specialné upraveny, aby zpomalovaly rist bakterii
apotlacovaly aktivitu nukledz. Tyto nukleazy, jak uvadi Alberts (1998), hydrolyzuji
fosfodiesterovou vazbu a tim nukleové kyseliny §tépi. Harty et al. (2000) vzorky uchovavali
pét dnt pii pokojové teploté a nasledné je rozdélili do ¢étyt skupin, znichz byla DNA
izolovana bud’ okamzité, nebo az po skladovani pii pokojové teploté po dobu deviti mésicd,
pfi — 20 °C nebo pii — 70 °C. Cerstvé vzorky mély stiedni vytéznost (2,3 pg lidské DNA),
skladované vzorky mély vytéznost o néco mensi, presto se DNA ze vSech vzorkd uspésné
amplifikovala aredukci vytéznosti pti dlouhodobém skladovani pfipisuji fixaci DNA na

odbérovou kartu, spiSe nez ztraté genetického materialu.

Odbéry bunék bukalnich sliznic pst

DNA z bukalni sliznice psii je snadno a jednotné amplifikovatelnd a mnoho let
skladovatelna aniz by se poSkodila. Odbér se provadi nejcastéji cytologickym kartackem.
VVzorkem z jednoho takového kartacku je mozné provést az 200 PCR reakci
(Oberbauer et al., 2003).

Novy typ cytologického kartacku Oragene’ ANIMAL testovali Yokoyama et al. (2010).
Vzorky bukalnich sliznic odebirali od ¢tyf bearded kolii a jedné border kolie. Majitelé pst,
ktefi se ucastnili experimentu, uvedli, Ze samotny odbér byl velice jednoduchy a cely proces
netrval vice nez 10 minut. Po odebrani byly vzorky ponechény pii pokojové teploté
a odeslany do laboratofe. Tam byly cytologické kartacky se stérem sliznic vloZeny do vodni
lazné o teploté 50 °C na dvé hodiny a poté byla provedena izolace.

Pii provadéni stéru sliznic se vzorek mize kontaminovat zbytky potravy v tlamé psa.
Pro minimalizaci takovéto kontaminace uvadi Oberbauer et al. (2003), ze pied odbérem
bungk sliznice by pes nemél minimalné 15 minut pfijimat potravu ani vodu. Chang et al.
(2007) se domnivaji, Ze pro omezeni kontaminace DNA by se stéry sliznic mély provadét
Minimalné 25 minut po krmeni, a majiteldm psd, ktefi odbéry provadéli, doporucovali, aby

psovi pied odbérem vypléachli tlamu vodou nebo aby se pes alespont vody napil. Po odebrani
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bunck ze sliznice méli nechat cytologicky kartd¢ek oschnout na vzduchu, aby se zamezilo
rustu bakterii. Vytéznost DNA z takovychto vzorkl byla 1 — 2 ug DNA z jednoho kartacku
(Chang et al., 2007).

3.6.2 Posuzovani kvality a kvantity izolované DNA pomoci UV-

spektrofotometrické metody

Warburg a Christian (1942) uvadéji, ze kvantifikace DNA pomoci spektrofotometrické
metody je jednim znejrychlejSich a nejjednodussich zptisobti odhadovani koncentrace
nukleovych kyselin v izolovanych vzorcich. Warburg a Christian (1942) ptedpokladaji, ze
vSechny Ctyii nukleotidy, které jsou soucasti molekuly DNA, se vyznacuji schopnosti
maximaln¢ zachycovat UV svétlo o vinové délce 260 nm. Autofi piedpokladaji, ze extinkcni
koeficient nukleotidii molekul DNA rozpusténych v proméfovaném roztoku je roven 20,
pokud paprsek UV zafeni prochazi spektrofotometrickou kyvetou o Sifce 1 cm. Nutna
podminka pro proméfovani absorbance vzorki DNA UV-spektrofotometrickou metodou je,
ze kyveta musi byt vyrobena z Cistého kiistalového skla. Warburg a Christian (1942)
a Sambrook et al. (1989) uvadéji, ze jestlize paprsek svétla o vinové délce 260 nm prochazi
vzorkem DNA o koncentraci 50 ug . ml™, potom absorbance tohoto roztoku je rovna 1. Tato
uméra plati tehdy, pokud je sitka kyvety rovna 1 cm.

UV-spektrofotometrické metody je mozné pouzit nejen pro stanoveni koncentrace
nukleovych kyselin, ale 1 pro posouzeni moznych kontaminaci izolovanych molekul DNA
riznymi organickymi latkami i anorganickymi solemi. Naptiklad Warburg a Christian (1942)
popisuji moznost, jak Ize UV-spektrofotometricky vyjadtit proteinové znecisténi izolované
DNA. Jejich teorie vychazi zptedpokladu, Ze aminokyseliny, které maji charakter
aromatickych molekul, jsou schopny maximaln¢ pohlcovat svétlo o vlnové délce 280 nm.
Pokud je tedy kontaminujici protein slozen z aminokyselin aromatického charakteru, potom
takovyto polypeptidovy fet€ézec maximalné absorbuje svétlo o vinové délce 280 nm.
Kontaminujicimi proteiny v$ak nemusi mit fetézce bohaté na aminokyseliny aromatického
charakteru. Typickym piikladem jsou histonové proteiny nebo protaminy. Ptitomnost
histonovych proteini je v extrahovaném roztoku DNA ocekavatelnd, protoze histony patii
mezi dilezité jaderné proteiny. Pro vyjadfeni stupné kontaminace takovymito typy proteint je
mnohem vyhodnéjsi vyuzit UV-spektrofotometrické méfeni pii vinové délce 228 respektive
230 nm. Napiiklad Glasel (1995) zjistil, Ze histonové proteiny vykazuji témét nulovou

absorbanci pfi vinové délce 280 nm. Pii vinové délce 228 nm vSak dochazelo k absorbanci
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znaén€ velkého mnozstvi zateni. Toto zateni bylo pohlcovano peptidickou vazbou. Proto fada
autort doporucuje soucasn¢ extrahované vzorky DNA proméfovat rovnéz pii vinové délce
228 respektive 230 nm.

V soucasné dobé se pro vyjadieni Cistoty DNA pouziva systém poméru absorbanci pfi
dvou raznych vinovych délkach. Tento systém charakterizuji napiiklad Wilfinger et al.
(1997). Tito autofi uvadéji, ze za vysoce Cistou DNA je mozné povazovat takovou, kde se jeji
hodnota poméru A260/A280 ve vzorku pohybuje mezi 1,8 — 2,0. Soucasné vysoce Cistou
extrahovanou DNA charakterizuje pomér A260/A230, ktery se pohybuje v intervalu od 2,0 do
2,2.

Odchylky od téchto pomér absorbanci obvykle signalizuji rizné typy kontaminaci.
Piehled riznych typii kontaminaci uvadi napiiklad Thermo Fisher Scientific (2011). Pfi
extrakcich rostlinné DNA s vyuzitim kiti je pomérné Casté pouziti guanidinu, ktery byva
souCasti lyzacnich a promyvacich roztokii. Mozna kontaminace guanidinem je
charakteristicka pro snizené hodnoty poméru A260/A280. Castou organickou kontaminujici
latkou ve vzorcich DNA ziskané pomoci fenol — chloroformové metody jsou rezidua fenolu.
Fenolové kontaminace se projevuje rovnéz snizenim poméru A260/A280. Nekteti autofi
pouzivaji pro zvyseni vytéznosti DNA ptidavek glykogenu do extrakéni smési. Glykogen
vyrazné napomaha srazeni izolované DNA. Jeho pfitomnost ve finalnich vzorcich DNA je
podchytitelna na zaklad¢ snizeni poméru A260/A280.

Izolované molekuly DNA respektive jejich roztoky nemusi byt kontaminovany pouze
organickymi slou¢eninami. Pii extrakci DNA muze dochéazet rovnéz k nezddoucimu zasoleni
vzorkll. Rada technik, jako je napiiklad sekvenovani, jsou citlivé pravé na toto zasoleni.
Zdrojem zasoleni nejéastéji byvaji nékteré komponenty extrakénich pufra (CTAB, PVPP).
Zhou et al. (1996) uvadi, Ze tyto dva kontaminanty zptsobuji snizeni hodnot poméru
absorbanci A260/A280 i A260/A230.

3.7 Analyzy polymorfismi DNA

Analyza DNA umoznuje identifikovat genové lokusy a jednotlivé alely, které zajistuji
konkrétni fenotypovy projev znaku. Analyzou lze zjistit, zda je testovany jedinec homozygot
dominantni, recesivni nebo heterozygot. DalSi typy analyz jsou zaméfeny na studie
polymorfismi nekddujicich sekvenci, které jsou nasledné vyuZity jako vazbové genetické

markery nebo obecné pro studium polymorfismt dané¢ho biologického druhu.
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3.7.1 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Pomoci metody PCR (polymerase chain reaction) lze rychle a i¢inné namnozit i velmi
maly usek DNA. Je casto vyuzivana v laboratofich pfi provadéni genetickych analyz
a testovani dédi¢nych chorob u lidi i zvifat. Tato reakce vSak mize byt pouZzita pouze u DNA,
kde je pfedem zndma pocatecni a koncova sekvence nukleotidii studované oblasti, protoze
PCR je fizena kratkymi uméle nasyntetizovanymi oligonukleotidy (primery), které se na
zéklad¢ komplementarity bazi paruji s templatovou DNA na pocatku a konci amplifikovaného
fragmentu (Alberts et al., 1998).

Polymerazova fetézova reakce probiha ve tfech zakladnich krocich, které se za sebou
mnohokrat opakuji — denaturace templatové DNA, nasedani primerta (annealing)
a prodluzovani (extenze) novych fetézcti DNA.

Prvnim krokem PCR je denaturace, pii které se pozadovany roztok s DNA zahfeje na
94 °C po dobu asi jedné minuty (Vierstrate, 1999). Plsobeni této teploty na DNA dokaze
rozstépit vodikové mistky mezi jednotlivymi bdzemi, a tim vzniknou jednofetézcové
molekuly DNA (Watson,1988).

Druhym krokem PCR je annealing, kdy primery nasedaji na fetézce DNA. Aby se
primery byly schopné napojit na tseky DNA, je nutné roztok ochladit na 37 — 65 °C (podle
typu PCR). Pii standardni PCR se vzorky zchlazuji, jak uvadi Innis et al. (1990), na 55 °C.

Poslednim krokem je prodluzovéani. V ném musi dojit ke vzniku dvoutetézcové DNA,
sjednim vlaknem pévodnim a druhym syntetizovanym. Uastni se pii tom termostabilni
DNA polymeraza, ktera pro zahajeni syntézy nového fetézce DNA potiebuje teplotu 72 °C.
Nejcastéji se pouziva Tag DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermophyllus
aquaticus (Alberts et al., 1998).

3.7.2 Mikrosatelitni markery

Mikrosatelity jsou tandemové se opakujici sekvence DNA o velikosti 1 — 6 part bazi
(Ellegren, 2004). Mikrosatelity jsou ve velkém poctu rozprostfeny v celém genomu,
pfedeviim U eukaryotnich organismil. Rada mikrosatelitnich lokusti vykazuje vysokou
frekvenci mutaci, kterd je vysvétlovana pomoci jevu zvaného replikaéni sklouznuti (Levinson
and Gutman, 1987). Frekvence mutaci kolisa v rozmezi 102 — 10° (Schug et al., 1997;
Ellegren, 2000), coz je nékolikanasobné vyssi hodnota oproti bézné mutacéni frekvenci pfi

replikaci, jejiz hodnota je 10 (Leonard et al., 2003).
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Zvyse uvedeného vyplyvaji vyhody markert zaloZzenych na mikrosatelitnich
lokusech. Vyhodou mikrosatelitnich markerti (SSR marker — simple sequence repeat) je jejich
takika neomezené  mnozstvi v genomu, vysoky  polymorfismus, specifi¢nost
a reprodukovatelnost (Ellegren, 2004). Jako kazdé markery maji i ty mikrosatelitni nékteré
nevyhody vyplyvajici z jejich biologické podstaty a z principu pouzité molekularné genetické
metody. VétSina mikrosatelitnich analyz vyuzivd PCR, béhem které vznikaji tzv. koktavé
produkty, a ¢asto dochazi k ptidavani netemplatovaho A (Johansson et al., 2003). Piesto
klady SSR markert pfevazuji nad zapory, coz doklada jejich vyuziti v riznych oblastech
genetického vyzkumu.

Castou aplikaci byva napiiklad identifikace jedincti pro uréeni paternity (Bownig et
al.,1997) a maternity (van Asch et al., 2009), mapovani genomu (Sargan et al., 2007) ¢i
populaéni a fylogenetické studie (Irion et al., 2003; Parker et al., 2004; van Asch et al., 2010).
Velka pozornost byla rovnéz vénovana studiu variability uvnitf a mezi riznymi plemeny. Zajc
et al. (1996) porovnavali variabilitu tifi plemen pomoci 19 mikrosatelitnich markerti a dosli
k zavéru, ze u kazdého plemene doslo k vyrazné redukci variability, a dale zjistili nizkou
vnitrodruhovou variabilitu pst oproti jinym druhiim zvifat.

Specifické PCR markery pouzivali taktéz napiiklad Nowacka-Woszuk et al. (2007),
kteti je popsali ve studii mutaci genti SRY a SOX9.

Aplikovatelnost mikrosatelitnich marker nemusi byt omezena pouze na studium
variability v ramci druhu, ale lze je vyuzit i na Grovni vys$Sich taxont, jak doklada studie
Klukowské et al. (2003). Autoii tohoto vyzkumu pouzili 9 mikrosatelitnich markerd u tii
druhit psovitych Selem — lisky polarni (Alopex lagopus), psa domaciho (Canis lupus
familiaris) a lisky obecné plavé (Vulpes vulpes fulva) ke zjisténi genetické vzdalenosti

a tvorbé fylogenetickych stromd.

3.7.3 Detekce polymorfismi nukleovych kyselin

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patii mezi separa¢ni metody, které od sebe oddé€luji molekuly
0 rozdilné velikosti. Specialni gel (agar6zovy nebo polyakrylamidovy) se necha zatuhnout ve
vanicce s hiebeny, které v ném vytvoii jamky, do nichZ nasledné¢ vpravujeme roztok DNA.
Ten obsahuje krom¢ molekul DNA i specidlni fluorescenc¢ni barvivo, diky kterému jsou
fragmenty DNA po probchlé elektroforéze vidét pod UV zafenim. Gel se poté ponoii do
vanicky s elektroforetickym pufrem a piipoji se ke zdroji elektrického napéti. Gel funguje
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jako molekulové sito, pies které diky elektrickému napéti prochazi DNA. Jeji fragmenty maji
negativni naboj, takze se pohybuji od zaporné elektrody ke kladné, a tak se v gelu rozd¢li
podle své velikosti. Pii nanaSeni roztoku DNA do gelu je vramci bezpecnosti vhodné
pracovat Vv rukavicich, protoze fluorescen¢ni barvivo ethidium bromid je potencialni

kancerogen (Raclavsky, 2003).

Kapilarni elektroforéza

Jedna se v principu o klasickou gelovou elektroforézu, pouze s nékolika
modifikacemi. V molekularni genetice je kapilarni elektroforéza vyuzivana na fragmentacni
analyzu a sekvenovani DNA. V obou piipadech dochazi k separaci fluorescencné znaenych
fragmenti DNA v tenké kapilafe vyplnéné specialnim polymerem (Applied Biosystems,
2010). Timto zpisobem je dosazeno vysoce U¢inné a rychlé separace fragmentt (Kasicka,
1997). K detekci separovanych fragmentl se vyuziva kombinace laseru a CCD (charge-
coupled device) kamery. Velkou vyhodou je moznost automatizace celého procesu a tim

padem znacna uspora ¢asu.
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4. MATERIAL A METODY

4.1 Plemena pouzita pro pokusy v bakalarskeé praci

Bakalaiska prace je zaméfena na studium ruznych vlivi na kvalitu a kvantitu DNA
extrahované z bukalnich stérti u pst. Jednim z dil¢ich cild je ovéfit hypotézu, zda parametry
izolované DNA mohou byt ovlivnény rovnéz plemennou piislusnosti. Z pohledu této
hypotézy byla vybrana skupina plemen. Ta byla sestavena takovym zptuisobem, aby Vv sobé
zahrnovala plemena riznych velikostnich skupin. Pfedpoklddala jsem, Ze mnozstvi
odebranych bukalnich bun¢k miiZze teoreticky souviset s velikosti tlamy psa, respektive se
snadnosti dikladn¢ odebrat vzorky. Pfedpokladala jsem, Ze odbér bukalnich bunck u velkych
a obfich plemen bude snadnéj$i oproti malym a toy plementm, kterda mnohdy vykazuji
mnohem nerv6znéjsi povahu, a rovnéZz velikost karta¢ku a velikost jejich tlamy je v odlisném
pomeéru oproti obfim a velkym plementim.

Pro experimenty byli pouziti vzdy psi s prikazem ptivodu. U kazdého plemene byli
hodnoceni psi i feny, vzdy se jednalo o zvifata ve vystavni kondici s perfektnim stavem
chrupu a dasni. Jako zastupci obfich plemen byla pouzita plemena bulmastif a bernsky
salaSnicky pes. Velkd plemena reprezentoval ceskoslovensky vi¢adk a rhodesky ridgeback.
Stfedni plemena byla zastoupena border kolii a bearded kolii. Zastupci malych plemen jsou
border teriér a jezevéik dlouhosrsty standardni. Ztoy plemen byl hodnocen jezevcik

dlouhosrsty krali¢i.

4.2 Provedeni stéru bukalnich bunék

Stéry bunck byly provedeny vzdy jednim clovékem, ktery se snazil maximalné
dodrzet mechaniku pohybu kartacku v prostoru mezi dasni a pyskem a soucasné¢ vzdy
dodrZoval dobu stéru 30 sekund. Zvifata ur€ena pro odbér bukalnich sliznic byla vzdy
ponechéna jednu hodinu pfed odbérem bez krmeni a napéjeni. Diivodem bylo omezeni mozné
kontaminace vzorkd zbytky potravy. Pro odbér bukalnich bunc¢k byl pouZit cytologicky
kartacek firmy Lotus Global Co., Ltd., London. Tento Kkartacek je vyrobcem dodavany

ve sterilni podobé. Pouzity cytologicky kartacek je znadzornén na obrazku 4.

25



Obrazek 4: Kartacek pro odbér cytologickych stérii S odebranymi bunikami

Délka odbérové casti kartacku s jemnymi Stétinami byla 2 cm a jeho rukojet’ 16,5 cm
dlouhd. Velikostni parametry cytologického kartd€ku umoziovaly jeho aplikaci jak u obfich,
tak i u toy plemen. Na obrazku 5 je znazornén postup pii odbéru bunék u plemene

Ceskoslovensky vicak.

Obrazek 5: Odbér bunék bukalnich sliznic pomoci cytologického kartacku

Pfi odbéru bylo postupovéno asepticky, ¢loveék se nikdy nedotykal vlastni odbérové
casti kartacku. Kartacek byl po otevieni sterilniho pouzdra vsunut rovnou do tlamy psa mezi
dasen a pysk, kartacek se také nikdy nedotykal chrupu psa s cilem minimalizovat kontaminaci
potencialné vznikajici tlakem na povrchu psiho chrupu. Odebrané kartacky byly vlozeny pii

standardnim postupu do Cisté papirové obalky, kde byly ponechdny, aby dikladné vyschly.
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V jednotlivych variantach experimentl byla rovnéZz hodnocena moznost skladovani vlhkych
kartackt. Pro tyto ucely byla asepticky odstfizena vlastni odbérova cast, kterd byla nasledné
vloZena do sterilni polypropylenové zkumavky o objemu 1,5 ml. Kartacky s odebranymi
buiikami byly skladovany rGznym zplisobem podle variant experimentii. Tyto podminky

experimentl budou blize popsany v dalSich kapitolach prace.

4.3 1Izolace genomické DNA psa z odebranych bunék bukalnich
sliznic

DNA byla izolovana pomoci univerzalniho kitu NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-
Nagel). Pro zamezeni piipadné kontaminace lidskou DNA byla izolace DNA provadéna vzdy
Vv jednordazovych latexovych rukavicich. S kartd€ky bylo vzdy manipulovano asepticky,
laboratorni sttl byl vzdy oSetfen 70 % etanolem pii extrakci DNA. Pfi izolaci byl pouzit
nasledujici modifikovany postup:

1. Pomoci sterilni pinzety byl z obalky, respektive zkumavky, vyjmut odbérovy
kartaCek, pomoci sterilnich laboratornich nizek byla odstfizena odbérova cast
kartacku, ktera byla asepticky prenesena do nové sterilni polypropylenové zkumavky
0 objemu 1,5 ml. Pinzety a nuzky byly vzdy mezi jednotlivymi odbéry dikladné
sterilizovany 70 % etanolem.

2. Do zkumavky s odebranym kartackem bylo pfidano 600 pl pufru T1 a 25 ul
proteinazy K. Kartacky byly s timto roztokem diikladné promichany po dobu dvakrat
5 sekund pomoci vortexu TK3S (TechnoKartell). Cilem tohoto postupu bylo
dikladné smyti bun¢k, zachycenych na Stétinkach odbérového kartacku. Zkumavky
s roztokem i s kartacky byly inkubovany ve vyhtivaném bloku Bio TDB-120 (Biosan)
pii teploté 56 °C po dobu 10 minut.

3. Po probé¢hlé inkubaci bylo do zkumavky pfidano 600 pl pufru B3. Zkumavky byly
nasledn¢ inkubovany ve vhodném vyhtivaném bloku pii 70 °C po dobu 10 minut.

4. Nasledné byly zkumavky vyjmuty z bloku a ve stojanku ponechany vychladnout
na laboratorni teplotu. Z kazdé¢ zkumavky byl sterilni pinzetou vyjmut odbérovy
kartacek, na kterém po probéhlych procedurach jiz nebyly zachyceny zddné bunky.

5. Do zkumavek sroztokem lyzovanych bun¢k bylo ptidano 600 pl 90 % etanolu
scilem vysrazet izolované molekuly DNA. Vysrdzeni DNA probihalo pfii
opakovaném pomalém ptevraceni zkumavek vedoucim k dikladnému promichéni

roztoku.
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6. Vysrazené molekuly DNA byly zachyceny na kolonku, kterou vyrobce kitu oznacuje
NuceloSpin® Tissue Column. Do této kolonky bylo ptfeneseno 450 pl roztoku
lyzovanych bunék. Extrahované molekuly DNA byly zachyceny na filtr kolonky po
odstfedéni pti 11000 x g po dobu 1 minuty. Pro odstfedéni byla pouzita laboratorni
stolni centrifuga Centrifuge 5415 D (Eppendorf). Odstfedéna kapalina byla zachycena
do sbérné¢ zkumavky, ze které byla nasledné odlita. Stejny postup byl opakované
proveden, dokud filtrem kolonky neprotekl veskery objem lyzovanych bunék.

7. V dalsim kroku izolace bylo provedeno prvni promyti filtrGi kolonky. Pro tento ucel
byl do kazdé kolonky ptidan objem 500 pl pufru BW. Kolonky vlozené do sbérnych
nadob byly odstiedény 1 minutu pii 11000 x g. Roztok zachyceny ve sbérné
zkumavce byl vylit.

8. Nasledné¢ bylo provedeno druhé promyti kolonek pomoci 600 pl pufru BS5
a centrifugace po dobu 1 minuty pii 11000 x g. Kapalina zachycend ve sbérné
zkumavce byla rovnéz vylita.

9. Centrifugaci kolonek po dobu 1 minuty pii 11000 x g bylo provedeno odstranéni
veskerych zbytkli promyvacich roztokd. Vysledkem byly suché kolonky se
zachycenymi molekulami genomické DNA.

10. V poslednim kroku izolace DNA byly tyto kolonky pfeneseny do novych sterilnich
polypropylenovych zkumavek o objemu 1,5 ml. Molekuly DNA zachycené na filtrech
byly vymyty 100 pl pufru BE, ktery byl pfeden temperovan na teplotu 70 °C.
Kolonky s ptidanym BE pufrem byly ponechany 1 minutu inkubovat v laboratorni

teploté a nasledné odstfedény 1 minutu pii 11000 x g.

4.4 Posouzeni kvality a kvantity izolované DNA z bunék

bukalnich sliznic

4.4.1 Posouzeni vysokolomekularity extrahované DNA

Pro zjiSténi, zda pfi izolaci DNA nedoslo k nezddouci fragmentaci genomické DNA
bylo provedeno elektroforetické posouzeni vysokomolekularity. Pro tento test byla provedena
elektroforetickd separace v cele SubCell (BioRad). Jako separa¢ni medium byl pouzit 1 %
agarozovy gel. Elektroforéza probihala v 1 x TBE pufru pfi konstantnim napéti 120 V po
dobu 60 minut. SloZeni 1 x TBE pufru je popsano v ptiloze prace. Pomoci elektroforézy bylo

separovano vzdy 10 pl izolované genomické DNA, kterd byla zahuSténa 2 ul nanaSeciho
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vzorkového pufru NP. SloZeni tohoto pufru je rovnéz popséano v piiloze bakaldiské prace.

Elektroforetickd aparatura pouzita pro tento typ analyz je uvedena na obrazku 6.

Obrazek 6: Elektroforeticka aparatura SubCell (BioRad)
4,

4.4.2 Stanoveni vytéznosti genomické DNA psi izolované z jednoho

cytologického kartacku

Pro stanoveni koncentrace izolované DNA ve vzorcich jednotlivych variant
experimentll byla pouzita UV-spektrofotometrickd metoda. Fyzikalni ptedpoklad tohoto
zpusobu stanoveni vychazi ze vztahu, ze absorbance roztoku dsDNA o koncentraci
0,1 pg . ml™ pfi vlnové délce 260 nm je rovna 0,02. Jinymi slovy po vynasobeni absorbance
méfeného vzorku pii vinové délce 260 nm ¢islem 50 ziskame koncentraci dssDNA uvedenou
vug . mlit. Pro UV-spektrofotometrické hodnoceni byl pouZit automaticky pfistroj
NanoPhotometer (Implen). Tento ptistroj pracuje na principu mikroobjemového UV-
spektrofotometru, ktery proméfuje kazdy vzorek pii nasledujicich vinovych délkéach: 230 nm,
260 nm a 280 nm. Vlastni méfeni probihalo vZzdy s 5 pl vzorku. Pfi méteni byl dodrzen
nasledujici postup:

1. Pfed vlastnim méfenim byla provedena kalibrace pfistroje. Vzhledem k tomu, ze
izolovana DNA byla rozpusténa v pufru, ktery vyrobce kitu oznacuje jako BE, byl

tento pufr pouzit pro kalibraci jako tzv. slepy vzorek. To znamend, Ze hodnota
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absorbanci pfi vySe uvedenych vinovych délkach tohoto slepého vzorku byla vzdy
rovna nule.

2. Kazdy méfeny vzorek byl pfed vlastnim méfenim dikladné promichan pipetou. Tento
krok byl nezbytny pro to, ze makromolekuly DNA pii skladovani vzorkli mohou
teoreticky vykazovat odlisnou koncentraci u dna nez u hladiny zkumavky. Promichani
roztoku bylo provedeno vzdy shodnym zptisobem — opakovanym pomalym nasdvanim
roztoku do pipety.

3. Na plosku pfistroje S métficim otvorem bylo pipetou pieneseno 5 pl promichaného
roztoku. Proméfovand kapka extrahované DNA byla zakryta specidlnim uzavérem,
ktery mél pro pouzité meéfeni nasledujici parametry: faktor 10, LP = 1 mm.
Na obrazcich 7 a 8 je zndzornéna kapka nanesend na méfici ¢ast pfistroje a detailni
pohled na vystupni obrazovku pfistroje.

4. Pro hodnoceni parametri DNA byl pouzit automaticky program ureny pro méfeni
DNA molekul. Métené parametry (absorbance pii jednotlivych vinovych délkach a
automaticky stanovend koncentrace DNA) byly uloZeny v paméti pocitace.

5. Pred métenim nového vzorku byla méfici ploska pfistroje 1 pouZzity uzavér dikladné
otfeny tamponem Z navlh¢ené a suché buniciny.

6. Vytéznost izolované DNA uvadéna v této praci v ng DNA, ziskané z jednoho
cytologického kartacku, byla stanovena podle nasledujiciho postupu. V Kkapitole 4.3 je
uvedeno, Ze veskerd izolovana DNA byla rozpusténa v objemu 100 pl. Po vynasobeni
koncentrace méfeného vzorku (ng . pl™) &slem 100 bylo ziskano celkové mnoZstvi

DNA v ng odpovidajici jednomu stéru.

Obrazek 7: Detailni pohled na kapku roztoku DNA nanesenou na méfici cast UV-

spektrofotometru NanoPhotometer (Implen)
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Obrazek 8: Vystupni obrazovka pfistroje NanoPhotometer (Implen)

4.4.3 Vyhodnoceni ¢istoty DNA psii izolované z bukalnich bunék

Mozna kontaminace organickymi latkami byla posuzovana rovnéz na zdkladé¢ UV-
spektrofotometrické metody. Tento postup je zalozen na ptedpokladu, Ze pomér absorbanci
A260/A280 se u vzorkll povazovanych za Cisté pohybuje v intervalu od 1,8 do 2. Pomér
absorbanci A260/A230 se u ¢istych vzorkli nachdzi v rozmezi 2,0 aZ 2,2. Tyto parametry byly
stanoveny rovnéz pomoci pfistroje NanoPhotometer (Implen), ktery soufasné s méfenim

koncentraci vzorkt uklada do paméti pocitace rovné€z i vyse zminéné poméry absorbanci.

45 Hodnocené mikrosatelitni lokusy na autozomech psi

Vzhledem k tomu, Ze v experimentech, které budou popsany v dalSich kapitolach této
prace byl zkoumén vliv riznych kontaminaci DNA, bylo nutné zvolit vhodné molekularni

markery, které¢ budou slouzit k posouzeni vlivu kvality izolované DNA na specifi¢nost PCR.

4.5.1 Hodnocené mikrosatelitni lokusy

Pti feSeni bakalarské prace jsem se zaméfila na hodnoceni tii mikrosatelitnich lokust,
které doporucuji van Asch et al. (2009) pro identifikaci jednotlivcti v populacich psich plemen

a pro vyhodnoceni spornych ptfipadi urCovani paternity. Van Asch et al. (2009) ve své
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publikaci navrhli systém multiplex-SSR markeri. To znamend, Ze vjedné PCR reakci
probihala soubézné¢ amplifikace alel vétSiho poctu lokust. Cilem bakalarské prace bylo
posouzeni vlivu kvality DNA na amplifikaci jednotlivych mikrosatelitnich lokust. Z téchto
divodii nebyla provadéna multiplex-SSR analyza, ale kazdy mikrosatelitni lokus byl
amplifikovan separatné.

Pro experimenty byly pouzity mikrosatelitni lokusy FH2004, FH3210 a FH3241.
Lokus FH2004 objevil Francisco et al. (1996) a lokalizoval jej na 11. paru chromozomu psi
(CFA11). Zbyvajici dva lokusy FH3210 a FH3241 popsali Guyon et al. (2003). Lokus
FH3210 se nachazi na 2. paru chromozomu (CFA2) a lokus FH3241 na 8. paru chromozomu
(CFS8). Vzhledem k tomu, ze detekce jednotlivych alel vyse zminénych mikrosatelitnich
lokusti byla provedena pomoci kapilarni elektroforézy, bylo nutné provést fluorescenéni
oznaeni F primert jednotlivych primerovych pard. V tabulce 1 jsou popsany sekvence

pouzitych primeri a zptisob fluorescen¢niho znaceni.

Tabulka 1: Charakteristika primerovych parti pouzitych pro amplifikaci mikrosatelitnich

lokust

Primery Fluorescen¢ni znaceni Sekvence
FH2004-F 6-FAM GGGGCTTTGTACTGTGACCTAC
FH2004-R ACAGACTGAGAATGCTGGGTT
FH3210-F VIC CAAGGACCACGATGAAATGACT
FH3210-R GCTGGATTCAGGAGCTGTTCA
FH3241-F PET TCCTTGTTTCCTTCCTCTGG
FH3241-R TTGGGCAAAATCAAAACTCC

4.5.2 Komponenty reakénich smési pro amplifikaci jednotlivych

mikrosatelitnich lokusu

Pro provedeni této ¢asti bakalaiské prace byly pouzity optimalizované metodické
postupy Skolici katedry, které jsou vyuzivany pifi stanoveni paternity pst. Optimalizované

slozeni reak¢nich komponent je uvedeno v tabulkach 2, 3 a 4.
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Tabulka 2: Komponenty amplifika¢ni smési pro amplifikaci lokusu FH2004

Komponenty Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
FH2004-F 0,12 uM
FH2004-R 0,12 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng.12,5 pl™
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 MM
Taq polymeraza (Roche) 05U.125pl™
Objem 12,5 ul
pH 8,3

Tabulka 3: Komponenty amplifika¢ni smési pro amplifikaci lokusu FH3210

Komponenty Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™t
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
FH3210-F 0,12 uM
FH3210-R 0,12 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng.12,5 pl™
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 MM
Tag polymeraza (Roche) 05U.12,5ul*
Objem 12,5 ul
pH 8,3
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Tabulka 4: Komponenty amplifika¢ni smési pro amplifikaci lokusu FH3241

Komponenty Koncentrace
DNA 20 ng.12,5 pl™
Tris-HCI 10 mM
MgCl, 1,5mM
KCI 50 mM
FH3241-F 0,24 uM
FH3241-R 0,24 uM
dNTP 200 uM
BSA 5ng.12,5 pl™
Enhancer - TMA oxalat (Top Bio) |2 MM
Taq polymeraza (Roche) 05U.125pl™
Objem 12,5 ul
pH 8,3

453 Teplotni a  c¢asové podminky amplifikace

mikrosatelitnich lokusu

Rovnéz pro amplifikaci vybranych markert byly pouzity postupy, které byly
na pracovisti skolici katedry predem diikladné optimalizovany. VSechny mikrosatelitni lokusy

byly amplifikovany pii pouziti shodného teplotniho a ¢asového profilu. Tento profil je popsan

v tabulce 5.

Tabulka 5: Teplotni a ¢asovy profil amplifikace vybranych SSR lokust

Pocate¢ni denaturace,

95°C| 900 sekund
predenaturace 1 cyklus
Denaturace 94°C| 30 sekund
Annealing 60°C| 60 sekund |30 cyklu
ProdluZovani 72°C| 30 sekund
Zavérecné prodluZovani 72°C | 3600 sekund | 1 cyklus

Pro amplifikaci byl pouzit termocykler C1000™ Thermal Cycler (BioRad).

Na obrazku 9 je znazornéno jadro tohoto termocykleru s vlozenymi zkumavkami.
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Obrazek 9: Termocykler C1000™ Thermal Cycler (BioRad)

45.4 Priprava amplifikovanych vzorkii na separaci v Kkapilarni

elektroforéze

Velice ¢astym jevem pii amplifikaci mikrosatelitnich markert je, Ze 1 ze shodného
mnozstvi templatové DNA amplifikuji riizné mikrosatelitni markery variabilni mnozstvi
produktt. Tato skutecCnost se mize projevovat pii fragmentaéni analyze tim, Ze relativni
svitivost — vySka pikil je u nékterych lokusi extrémné velka a u jinych lokusti naopak mnohdy
neme¢fitelna. Z téchto diivodu je nutné vzdy optimalizovat vhodné fedéni vzorki. Pfi feSeni
bakalaiské prace bylo optimalizovano fedéni pomoci ddH,0, které je uvedeno v tabulce 6.

Vzhledem k tomu, Ze kapilarni elektroforéza fragmentuje ssSDNA fragmenty, bylo
nutné provést rovnéz denaturaci amplifikovanych dsDNA produkti. Pro denaturaci byl pouzit
vysoce ¢isty Hi-Di formamid (Applied Biosystems).

Béhem kapilarni elektroforézy je rovnéz automaticky odectena velikost jednotlivych
alel mikrosatelitnich lokust. Odecteni velikosti je zalozeno na principu komparace mobility
amplifikovanych alel a mobilit jednotlivych fragmentt fluorescenéné znaceného velikostniho
standardu. Jako velikostni standard byl pouzit GeneScan'™-600 LIZ® Size Standard (Applied

Biosystems). Fragmenty hmotnostniho standardu jsou uvedeny na nasledujicim obrazku.
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Obrizek 10: Velikostni standard GeneScan'™-600 LI1Z® Size Standard (Applied Biosystems)

Electropherogram of the GeneScan™ - 600 LIZ® Size Standard
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Tabulka 6: Redéni PCR produktii a jejich piiprava pro kapilarni elektroforézu

SSR Redéni PCR i Vzorek pro fragmentacni analyzu
lokus | PCRprodukt | H>O | Redény PCR produkt | L1Z600 | Hi-Diformamid
(nb) ((11)) ((1L)) (nb) (nb
FH2004 1 19 1 0,2 12
FH3210 1 19 1 0,2 12
FH3241 1 9 1 0,2 12

Vzorky uréené k denaturaci byly inkubovany v PCR stripech v termocykleru C1000™

Thermal Cycler (BioRad) pfi teploté¢ 95 °C po dobu 10 minut. Jednotlivé stripy byly

pielepeny specialni folii. Béhem této doby doslo k denaturaci dvoufetézcovych fragmentl

DNA. Jednotetézcova DNA byla nasledné ochlazena na teplotu 4 °C a jednotlivé stripy byly

pfeneseny do podavace genetického analyzatoru.

4.5.5 Kapilarni elektroforéza amplifikovanych mikrosatelitnich lokusii

Denaturované produkty amplifikace, které obsahovaly alely mikrosatelitnich lokust

a hmotnostni standard, byly fragmentovany pomoci pfistroje ABI PRISM 310 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems). Pro separaci byl pouzit polymer POP4, ktery je doporucovan

pro fragmentacni analyzu mikrosatelitnich lokust. Fragmenta¢ni analyza probihala v kapilare
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dlouhé 47 cm se cteci délkou 36 cm. Konkrétni podminky kapilarni elektroforézy jsou shrnuty
v tabulce 7.

Tabulka 7: Nastaveni genetického analyzatoru pro detekci alel hodnocenych mikrosatelitnich

lokust
Parametry separace Hodnoty pristroje
Délka kapilary (cm) 36
Modul GS STR POP4 (1ml) G5
Polymer POP4
Virtualni filtr G5
Doba nastriku (s) 5

napéti pri nastiiku (kV) |15

teplota pri separaci (°C) |60

Napéti pri separaci (kV) |15

Doba separace (minuty) |25

CCD kamera genetického analyzatoru snima intenzitu fluorescen¢niho signalu
oznacenych fragmentl DNA prochézejicich proméfovanym okénkem kapilary. Vystupem
tohoto snimani jsou tzv. chromatogramy, ve kterych je automaticky odectena velikost alel.
Vyska pikt (relativni svitivost fragmentd) koreluje s mnozstvim amplifikovanych alel.
Odecteni velikosti alel bylo provedeno pomoci programu GeneMapper 4.1 (Applied

Biosystems).

4.6 Vliv plemene na mnoZstvi a kvalitu izolované DNA z bunék

bukalnich sliznic

4.6.1 Hodnocena plemena a struktura experimentu

Pro experiment byla vybrdna jiz vySe zminénd plemena odpovidajici riznym
velikostnim kategoriim. Struktura experimentu je patrna ztabulky 20, ktera je uvedena
ve vysledkové Casti bakalatské prace. Z této tabulky vyplyva, ze u kazdého plemene bylo

provedeno hodnoceni dvou jedincti opacného pohlavi. U kazdého jedince byl proveden odbér
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bunck bukalnich sliznic vzdy z pravé a levé tvare. To znamend, Ze u kazdého hodnoceného

zvitete byly nezavisle izolovany dva vzorky.

4.6.2 l1zolace DNA z bunék bukalnich sliznic riznych plemen psi

Izolace byla provedena podle postupu, ktery je detailné popsan v kapitole 4.3. Kvalita
izolované DNA zriznych psich plemen byla posouzena pomoci postupli uvedenych
Vv kapitole 4.4. Odbéry sliznic byly provedeny u vSech zvifat vzdy v rannich hodinach.
Cytologické kartacky byly ponechany asepticky dikladné vyschnout a kratkodobé 1 — 2 dny

uskladnény v papirovych obalkéch pii — 20 °C v mrazicim boxu (Liebher).

4.6.3 Statistické vyhodnoceni vlivu plemene a pohlavi zvifete na vytéZnost

DNA a na parametry jeji Cistoty

Ze schématu pokusu vyplyva, ze data uvedena ve vysledkové tabulce 9 bylo mozné
roztiidit z hlediska nasledujicich tiidicich faktorti: plemeno, pohlavi a izolovany vzorek
Z pravé Ci levé tvare. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena pomoci vicenasobné analyzy
rozptylu s podrobnéjsim vyhodnocenim metodou podle Tukeyho. Pro statistickou analyzu byl
pouzit program STATISTICA Cz 9.1 (StatSoft, Inc.). VySe popsané schéma pokusu bylo
aplikovano na hodnoceni vytéZznosti DNA =z jednoho cytologického kartd¢ku, poméru

absorbanci A260/A280 a poméru absorbanci A260/A230.

4.7 Vliv opakovaného odbéru bunék bukalni sliznice jednoho

psa na vytéznost a kvalitu izolované DNA

4.7.1 Hodnocené plemeno a piehled ¢asovych intervali odbéru bunék

Cilem tohoto experimentu bylo ovéfit, jaky vliv mé opakovany odbér bunck bukalnich
sliznic v relativné kratkych intervalech (30 minut) na kvalitu a kvantitu extrahované DNA.
Experimenty byly provedeny u plemene rhodesky ridgeback. Byl pouzit jeden pes — samec
tohoto plemene. Casové schéma odbéru bukélnich bunék je patrné z vysledkové tabulky 14.
Z této tabulky vyplyva, ze v prub&hu jednoho dne v ¢asovém rozmezi od 8:00 do 14:30 hodin
bylo provedeno 14 odbérti vzorkl vzdy z pravé i levé tvare. Béhem této doby hodnoceny pes

nebyl krmen, m¢l vSak volny pfistup k napajeni. Odebrané cytologické kartacky byly
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ponechany, aby dikladné vyschly a po uloZeni v papirové obélce byly do nésledujiciho dne

skladovany pti — 20 °C v mrazicim boxu (Liebher).

4.7.2 lzolace DNA z opakované odebiranych vzorki bukalnich bunék

jednoho psa

Izolace DNA byla provedena standardnim postupem popsanym v Kapitole 4.3
nasledujici den po odbéru bukélnich sliznic. Pro hodnoceni mnozstvi izolované DNA
a parametri A260/A280 a A260/A230 byl pouzit metodicky postup uvedeny v kapitole 4.4.
Cilem tohoto experimentu bylo rovnéz ovéfit spolehlivost — reprodukovatelnost opakovanych
méieni jednoho vzorku. Z téchto divodi byla koncentrace a poméry absorbanci méfeny

u kazdého vzorku ve tiech opakovanich.

4.7.3 Statistické vyhodnoceni zavislosti vytéZnosti a kvality DNA na poradi

opakovaného odbéru bunék bukalnich sliznic

Ziskana data (vytéZnost DNA A260/A280 a A260/A230) byla vyhodnocena pomoci
regresni analyzy. Touto analyzou bylo zjiStovédno, jak vySe uvedené parametry zaviseji
na poc¢tu opakovani odbért. Byl hodnocen linearni, exponencidlni, logaritmicky, polynomicky
a mocninny typ regrese. Vybér regresni funkce, kterd nejvice odpovida struktufe rozlozeni
dat, byl nasledné proveden podle hodnoty koeficientu determinace. Statisticka analyza byla

provedena pomoci programu Excel 2007 (Microsoft Office).

4.8 Vliv doby a teploty skladovani cytologickych kartacki

S odebranymi buitkami na kvalitu a kvantitu izolované DNA

48.1 Volba modelového plemene, suSeni vzorku a rozdilné doby

skladovani biologického materialu

Experimenty provadéné v této Casti bakalafské prace mély za cil simulovat vliv
stupné vysuseni odebranych bukalnich stérii a dobu nutnou k zasldni vzorki do genetické
laboratote na kvalitu a kvantitu izolované DNA. Pro tuto ¢ast experimentu bakalaiské prace
bylo zvoleno plemeno Ceskoslovensky vi¢ak. Hodnoceni byli dva jedinci — sourozenci pes
a fena, které vlastni stejna chovatelka. Béhem tfi dnt byly u kazdého hodnoceného zvitete

ziskany standardné odebrané cytologické kartacky, které byly nasledné urceny pro jednotlivé
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varianty experimentu. Tyto varianty jsou patrné z tabulky 15, ktera je uvedena ve vysledkové
Casti bakalatrské prace. Z této tabulky vyplyva, ze u kazdého zvifete byla jedna polovina
vzorkli vysuSena standardnim zptisobem a kartaCky byly do terminu izolace kratkodobé
uchovavany v papirovych obalkach. Druha polovina vzork od kazdého jedince byla po
odebrani ve vlhké podobé okamzité¢ uzaviena do sterilni polypropylenové zkumavky o
objemu 1,5 ml. Izolace DNA tudiz u této ¢asti probihala z nevysuSenych vzorkt. Dal§imi
variantami tohoto pokusu byly rizné doby skladovani (5 hodin, 3 dny, 7 dnt a 14 dnu). Po
tyto doby byly papirové obalky a polypropylenové zkumavky uchovavany v laboratronim
termostatu Shaking Incubator MB-205 (N-Biotek), pti konstantni teplot¢ +25 °C. U kazdé
z vySe uvedenych variant a subvariant byly hodnoceny tii nezavisle odebrané individudlni

vzorky.

4.8.2 lzolace DNA z riznym zpuasobem skladovanych cytologickych

kartackid s odebranymi bukalnimi buiikami

Jiz z kapitoly 4.8.1 vyplyva, ze polovina vzorkii byla extrahovana z vysusenych
kartackti a druhd polovina z vlhkych kartdckii. Pro izolaci DNA i pro hodnoceni vytéznosti

a parametr Cistoty byl pouzit standardni metodicky postup uvedeny v kapitolach 4.3 a 4.4,

4.8.3 Statistické vyhodnoceni vlivu rizného zpisobu skladovani

biologického materiilu na vytéZnost a kvalitu izolované DNA

Z tabulky 15 uvedené ve vysledcich bakalaiské prace vyplyva, Ze tento pokus byl
navrzen tak, aby ziskana data bylo mozné vyhodnotit pomoci analyzy rozptylu vicenasobnych
tfidéni. Tiidicimi faktory této analyzy byl zplsob vysuSeni vzorku (suché nebo vlhké),
pohlavi zvifete (pes nebo fena), doba skladovani (5 hodin, 3 dny, 7 dn nebo 14 dnt)
a individualné izolovany vzorek (vzorek 1, 2 nebo 3). Podrobné vyhodnoceni statisticky
prukaznych diferenci bylo provedeno metodou podle Tukeyho. Pro provedeni analyzy
rozptylu byl pouzit program STATISTICA Cz 9.1 (StatSoft, Inc.). VySe uvedené schéma
pokusu bylo aplikovano pfi hodnoceni vytéznosti DNA z jednoho stéru, poméru A260/A280
a poméru A260/A230.
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4.9 Simulace kontaminace cytologickych karta¢ki raznymi

organickymi latkami

4.9.1 Vybér modelového plemene a organickych kontaminujicich latek

Cilem téchto pokust bylo zjistit, zda razné organické latky, simulujici zbytky potravy
nebo zbytky organickych latek, maji vliv na kvalitu a kvantitu DNA a na jeji vhodnost pro
molekularni analyzy zaloZené na principu PCR. Experimenty byly provedeny u ¢ty jedinct
plemene ceskoslovensky vicak. Jednalo se o dva psy a dvé feny, které vlastni stejnd majitelka.
Bukalni buiikky byly odebrany standardnim zplisobem, nésledné byly vysuSeny a jeden den
byly uchovany pti — 20 °C v mrazicim boxu (Liebher). V nasledujici tabulce je uveden
prehled a blizsi charakteristika jednotlivych kontaminujicich latek. Kazda kontaminujici latka
byla v mnozstvi uvedeném v tabulce 8 ptidana k jednotlivym kartackim, které byly umistény
Vv izola¢ni polypropylenové zkumavce. To znamend, Ze soucasné s izolovanou genomickou

DNA psa probihala extrakce DNA 1 z pfidavku kontaminujicich biologickych latek.

Tabulka 8: Podrobny ptehled kontaminujicich latek — 1. ¢ast

Cislo

Kontaminant | Charakteristika

MnozZstvi

SlozZeni

Mrkev
(Daucus
carrota)

syrovy kofen

20 mg

voda, bilkoviny, cukry, vldknina,
mastné kyseliny, draslik, sodik, vapnik,
vitamin C, B-karoten

Ryze (Oryza

sativa) vaiené obilky

20 mg

sacharidy, bilkoviny, voda, fosfor,

draslik, mastné kyseliny

Hill's Canine
Adult Large
Breed Chicken

Granule

5mg

kukufice, dribezi masova moucka (min.
20 % kufeciho masa), mouka ze
sojovych  bobl, ZivociSné  tuky,
kukufi¢ny lepek, bilkovinny hydrolyzat,
Inéné seminko, rostlinny olej, chlorid
sodny, uhli¢itan véapenaty, vitaminy A,
D3, Zelezo, jod, méd’, mangan, zinek,
selen

Suchar Pedigree Biscrok

5mg

obiloviny, maso a vyrobky zivocisného
ptivodu (min. 4 % kufeciho masa, min.
4 % hovéziho masa, min. 4 % morkové
kosti), mineralni latky, oleje a tuky,
vedlejsi produkty rostlinného plvodu,
vitaminy A, D, E, kyselina
ortofosforecna, sorban draselny,
disifi¢itan sodny, kyselina citronova
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Tabulka 8: Podrobny ptehled kontaminujicich latek — 2. ¢ast

Cislo | Kontaminant | Charakteristika | MnoZstvi SloZeni
Jilek V}ftrvaly Serstva listova celuloza, hemiceluloza, voda, chlorofyl,
(Lolium y 5mg : o N
cepel sacharidy, anorganické slouceniny
perene)
Holub doméci
(Columba ., .
livia). polsky prapor letky 5mg beta keratin, sira, voda, tuky, proteiny
rys
Lipa srdCita kara kmene 5m celuloza, hemiceluldza, lignin
(Tilia cordata) g ’ g
Oves setY bilkoviny, nenasycené mastné kyseliny,
Y ovesné vlocky 10mg |slizové latky, vitaminy Bl1, B6, E,
(Avena sativa) 9 . -
zelezo, vapnik, fosfor, lecitin

4.9.2 lzolace DNA 2z bukalnich bunék psa zamérné kontaminovanych
riznymi organickymi latkami

Postup pii izolaci DNA 1 pfi posuzovéani jeji kvantity a kvality se neliSil od

standardniho metodického postupu, ktery je uvedeny v kapitolach 4.3 a 4.4.

4.9.3 Statistické vyhodnoceni vlivu kontaminujicich organickych latek

na kvalitu a kvantitu izolované DNA z bukalnich bunék

Ze struktury ziskanych dat uvedenych v tabulce 20 je patrné, Ze experiment byl
koncipovan tak, aby ziskané vysledky bylo mozné vyhodnotit pomoci vicendsobné analyzy
rozptylu. Ttidicimi faktory této analyzy byly kontaminujici latky (krmné granule, syrova
mrkev, vafend ryze, psi suchar, ovesné vlocky, peti holuba domaciho, ¢epel jilku vytrvalého,
ktra lipy srd¢ité), pohlavi psa (pes a fena), konkrétni jedinec zastupujici sam¢i a samici
pohlavi (jedinec 1 a jedinec 2) a individudlné izolovany vzorek (vzorek 1 a vzorek 2).
Podrobnéjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu bylo provedeno metodou podle Tukeyho. Analyza
rozptylu zpracovana na zakladé¢ programu STATISTICA Cz 9.1 (StatSoft, Inc.) byla
aplikovana na parametry mnozstvi izolované DNA z jednoho stéru, poméry absorbanci

A260/A280 a A260/A230.
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4.9.4 Ovéreni vlivu kontaminujicich organickych latek na vhodnost DNA

pro molekularni analyzy pracujici na principu PCR

Genomickd DNA izolovana z jednotlivych variant experimentu plynoucich z kapitoly
4.9.3 byla pouzita jako templatovda DNA pro amplifikaci tfi mikrosatelitnich lokusi.

Molekularni analyza byla provedena podle metodického postupu popsaného v kapitole 4.5.
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5. VYSLEDKY

5.1 Vliv velikosti plemene na provadéni odbéru bunék bukalnich

sliznic

Do experimentu byli amysIn¢ zafazeni zastupci obfich, velkych, stiednich, malych

atoy plemen. Ve vSech piipadech se jednalo o psy pln€ socializované, ktefi byli navykli

z vystavnich akci na kontrolu chrupu provadénou cizi osobou. Odbér vzorki u naprosté

vétSiny plemen neCinil zaddny problém. VSechna zvifata akceptovala vsunuti kartacku

do tlamy a neprojevovala znamky agresivity ani strachu. Jedinou vyjimku tvofili zastupci

toy plemene — krali¢i jezevéici. U nich byl odbér vzorkti pomérné problematicky, oba jedinci

se snazili zakusovat do kartacku a odbér bez asistence chovatele nebyl mozny.

V tabulce 9 je znazornéno schéma experimentu a jsou zde uvedeny charakteristiky
izolované DNA.

Tabulka 9: Charakteristika DNA izolované z bukalnich bun¢k riznych plemen — 1. ¢ast

(zkratky plemen psu jsou vysvétleny v kapitole 3.2.3)

Mnozstvi DNA z 1

Plemeno | Pohlavi stéru [ng] A260/A280 A260/A230
prava tvar | leva tvar | prava tvar | leva tvar | prava tvar | leva tvar
BM pes 8250 8450 1,975 1,952 2,178 2,115
BM fena 8650 8950 1,912 1,936 2,165 2,135
BSP pes 8200 8650 1,936 1,911 2,198 2,174
BSP fena 8900 8450 1,945 1,962 2,145 2,166
CSv pes 8600 8150 1,921 1,977 2,111 2,153
Csv fena 8450 8350 1,933 1,905 2,169 2,132
RR pes 8750 8800 1,975 1,941 2,133 2,148
RR fena 8900 8650 1,925 1,912 2,16 2,189
BD pes 6500 6950 1,931 1,952 2,114 2,154
BD fena 6850 6300 1,955 1,91 2,174 2,115
BOC pes 5350 5250 1,951 1,989 2,154 2,126
BOC fena 5600 5300 1,921 1,965 2,136 2,166
BRT pes 5900 5450 1,909 1,958 2,173 2,175
BRT fena 5400 5550 1,956 1,963 2,166 2,119
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Tabulka 9: Charakteristika DNA izolované z bukalnich bun¢k riznych plemen — 2. ¢ast

(zkratky plemen pst jsou vysvétleny v kapitole 3.2.3)

Plemeno | pontavi | ot ][)nl;i“ z1 A260/A280 A260/A230
prava tvar | leva tvar | prava tvar | levatvar |prava tvar | leva tvar
JSD | pes | 5750 | 5250 | 1936 | 1927 | 2142 | 2435
JSD | fena | 5150 | 5650 | 10947 | 1961 | 2121 | 2142
JKD | pes | 1450 | 1350 | 1,942 | 1933 | 2181 | 2136
JKD | fena | 1300 | 1450 | 1971 | 1953 | 2,149 | 2,171

Vysokomolekularita izolované DNA byla testovana pomoci elektroforetické separace.
Na nasledujicim obrazku je uveden elektoforeogram DNA izolované z bukalnich sliznic

ruznych plemen. U kazdého vzorku bylo separovano 100 ng genomické DNA.

Obrazek 11: Elektroforeticky test vysokolomekularity DNA izolované z bukalnich bun¢k

ruznych psich plemen
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Udaje uvedené v tabulce 9 byly vyhodnoceny pomoci analyzy rozptylu vicenasobného
tfidéni, kde tfidicimi kategoriemi bylo plemeno a pohlavi. Cilem analyzy bylo prokazat, zda

tyto dva faktory maji statisticky vyznamny vliv na mnozstvi DNA izolované z jednoho
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kartacku a poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230 na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.

V nasledujici tabulce jsou uvedeny vysledky analyzy rozptylu pro vytéznost DNA z jednoho

kartacku. Z této tabulky vyplyva, Ze na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05 bylo zjisténo, ze mezi

plemeny lze nalézt alesponi jednu dvojici plemen, jejichz primérné mnozstvi DNA izolované

Z jednoho kartaCku se bude statisticky vyznamné lisit. Naopak u tfidiciho kritéria pohlavi

nebyly na hladiné vyznamnosti a = 0,05 zjistény statisticky vyznamné rozdily.

Tabulka 10: Statistické hodnoceni vlivu plemene a pohlavi na mnozZstvi DNA izolované

zZ jednoho cytologického kartacku — vysledky analyzy rozptylu

Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 27869,76* 0,000000
Plemeno 8 423,80* 0,000000
Pohlavi 1 0,31 0,584050
Chyba 26

Vzhledem, k tomu, ze analyza rozptylu prokazala statisticky vyznamny vliv plemene

na vytéznost DNA, bylo pfistoupeno k podrobnéjSimu vyhodnoceni analyzy rozptylu

metodou podle Tukeyho. Vysledky podrobné&jsiho vyhodnoceni uvadi nésledujici tabulka.

Tabulka 11: Podrobngjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu vytéznosti DNA zptsobené plemeny

metodou podle Tukeyho (zkratky plemen jsou vysvétleny v kapitole 3.2.3)

Primérna vytéZznost DNA z 1 cytologického kartacku [ng]

Plemeno BM BSP CSvV RR BD BOC BRT JSD JKD

8575,0 | 8550,0 | 83825 | 87750 | 6650,0 | 5375,0 | 5575,0 | 5450,0 | 13875
BM 1,000000 | 0,957897 | 0,947923 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149
BSP | 1,000000 0,981431 | 0,903693 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149|0,000149
CSV  |0,957897|0,981431 0,341776 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149
RR 0,947923|0,903693 | 0,341776 0,0001490,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149
BD 0,000149|0,000149 | 0,000149 | 0,000149 0,000149 | 0,000163 | 0,000150 | 0,000149
BOC |0,000149|0,000149 | 0,000149 |0,000149 |0,000149 0,947923|0,999936 | 0,000149
BRT |0,000149|0,000149 | 0,000149 |0,000149 | 0,000163 | 0,947923 0,997295|0,000149
JSD |0,0001490,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000150 | 0,999936 | 0,997295 0,000149
JKD [0,000149|0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149 | 0,000149

V tabulce 11 jsou dvojice plemen, které se z hlediska primémmé vytéznosti DNA

Z jednoho kartacku lisily statisticky vyznamné na hladiné vyznamnosti a = 0,05, zvyraznény
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¢ervenou barvou. V této tabulce jsou také uvedeny hodnoty pravdépodobnosti, se kterymi se
porovnavané praméry shoduji. Z této tabulky je mozné vyvodit rovnéz nésledujici zavery.
Na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily mezi
pramérnymi vytéznostmi DNA u nasledujicich dvojic plemen:

e Dbulmastif a bernsky salasnicky pes

e bulmastif a eskoslovensky vI¢ak

e Dbulmastif a rhodesky ridgeback

e bernsky salasnicky pes a ¢eskoslovensky vicak

e Dbernsky salasnicky pes a rhodesky ridgeback

e cCeskoslovensky vI¢ak a rhodesky ridgeback

e border kolie a border teriér

e border kolie a jezev¢ik standardni dlouhosrsty

e border teriér a jezev¢ik standardni dlouhosrsty

Z téchto dvojic plemen vyplyva obecné shrnuti, ze ve vytéznosti DNA se na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 neliSila obfi a velkd plemena. Soucasné nebyly prokdzany rozdily
rovnéz mezi vétSinou stiedné velkych plemen. Nejvétsi rozdily byly zjistény naopak mezi
obiimi respektive velkymi plemeny a plemeny malymi a toy.

Stejnd struktura experimentu véetné analyzy rozptylu byla aplikovana rovnéz
na hodnoceni dvou parametrt cCistoty A260/A280 a A260/A230. Vysledky analyzy rozptylu
pro tyto dva parametry jsou uvedeny v tabulkach 12 a 13, ze kterych vyplyva, Ze u obou
parametrii nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti o = 0,05,

které by byly vysvétlovany tfidicim faktorem plemeno a pohlavi.

Tabulka 12: Statistické hodnoceni vlivu plemene a pohlavi na pomér absorbanci A260/A280
u DNA izolované zjednoho cytologického kartacku — vysledky analyzy

rozptylu
SlozZky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 228891,9 0,000000
Plemeno 8 0,3 0,943285
Pohlavi 1 0,3 0,570542
Chyba 26
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Tabulka 13: Statistické hodnoceni vlivu plemene a pohlavi na pomér absorbanci A260/A230

u DNA izolované zjednoho cytologického kartdcku — vysledky analyzy

rozptylu
Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 293775,5 0,000000
Plemeno 8 1,0 0,493569
Pohlavi 1 0,0 0,889725
Chyba 26

Vzhledem k tomu, ze analyzou rozptylu nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv na
hladin¢ vyznamnosti o = 0,05 pro faktor plemeno a pohlavi, nebylo provedeno nasledné

podrobné vyhodnoceni.

5.2 Vyhodnoceni vlivu opakovaného odbéru bunék bukalnich

sliznic na kvantitu a kvalitu izolované DNA

Cilem tohoto modelového experimentu bylo zjistit, zda opakovany odbér bunék
bukalnich sliznic mtze vést ve finale k snizeni mnozstvi extrahované DNA. Pokus byl
navrzen proto, ze fada chovateld, ktefi odebiraji sami odebiraji vzorky urcené ke genetickym
analyzam, mnohdy pokladaji dotazy, jestli naptiklad pfi netmyslné kontaminaci jednoho
cytologického kartacku mohou vzapéti provést dalsi odbér u téhoz jedince. Experiment byl
realizovan u jednoho psa u plemene rhodesky ridgeback, u které¢ho bylo provadéno 14
opakovanych odbért v ¢asovych intervalech, které jsou uvedeny v tabulce 14.

Experiment byl navrZen tak, aby ziskanid data bylo moZné vyhodnotit na zakladé
regresni a korelacni analyzy. Pro ziskdni vétSiho poctu dat byly provadény odbéry bukalnich
sliznic vzdy z obou tvafi pokusného psa. Tyto tvare jsou spiSe formalné v tabulce oznafeny
jako prava a leva. Nepfedpokladala jsem, Ze faktor tvafe je vyznamnym faktorem, ktery
ovlivni vytéZnost izolované DNA. Proto ziskana data nebyla statisticky zpracovana analyzou

rozptylu.
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Tabulka 14: Charakteristika DNA izolované z opakovanych odbéri buné¢k bukalnich sliznic
jednoho psa

Mnozstvi DNA z 1

Cislo | Doba TvaF kartacku [ng] A260/A280 A260/A230

stéru | stéru M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3

1 8:00 | prava| 8700 | 8700 | 8700 | 1,989 | 1,989 | 1,989 | 2,117 | 2,117 | 2,117

leva | 8600 | 8600 | 8550 | 1,991 | 1,991 | 1,991 | 2,119 | 2,119 | 2,118

2 8:30 | prava| 8650 | 8650 | 8650 | 1,997 | 1,995 | 1,995 | 2,121 | 2,121 | 2,121

leva | 8550 | 8600 | 8600 | 1,913 | 1,913 | 1,913 | 2,135 | 2,135 | 2,135

g 9:00 |prava| 8600 | 8550 | 8550 | 1,974 | 1,974 | 1,974 | 2,141 | 2,141 | 2,141

leva | 8600 | 8600 | 8600 | 1,945 | 1,945 | 1,945 | 2,111 | 2,111 | 2,111

4 | 9:30 |prava| 8650 | 8650 | 8650 | 1,988 | 1,988 | 1,988 | 2,123 | 2,123 | 2,123

leva | 8600 | 8600 | 8600 | 1,99 | 1,99 | 1,992 | 2,159 | 2,159 | 2,159

5 [10:00|prava| 8150 | 8150 | 8150 | 1,963 | 1,963 | 1,963 | 2,181 | 2,181 | 2,181

leva | 8050 | 8050 | 8050 | 1,987 | 1,987 | 1,987 | 2,145 | 2,145 | 2,145

6 |10:30|prava| 8000 | 8000 | 8000 | 1,945 | 1,945 | 1,945 | 2,153 | 2,152 | 2,153

leva | 8100 | 8100 | 8150 | 1,965 | 1,966 | 1,966 | 2,178 | 2,178 | 2,178

7 |11:00 | prava| 8050 | 8050 | 8050 | 1,983 | 1,983 | 1,983 | 2,118 | 2,118 | 2,118

leva | 7950 | 7950 | 7950 | 1,911 | 1,911 | 1,911 | 2,151 | 2,151 | 2,151

8 [11:30|prava| 7800 | 7800 | 7800 | 1,965 | 1,965 | 1,965 | 2,111 | 2,111 | 2,112

leva | 7650 | 7650 | 7650 | 1,989 | 1,989 | 1,989 | 2,121 | 2,121 | 2,121

9 |12:00|prava| 7550 | 7550 | 7550 | 1,971 | 1,971 | 1,971 | 2,133 | 2,133 | 2,133

leva | 7700 | 7700 | 7700 | 1,901 | 1,901 | 1,901 | 2,151 | 2,151 | 2,151

10 |12:30 |prava| 7500 | 7450 | 7450 | 1,965 | 1,965 | 1,965 | 2,149 | 2,149 | 2,149

leva | 7350 | 7350 | 7350 | 1,955 | 1,957 | 1,955 | 2,162 | 2,162 | 2,162

11 |13:00 |prava| 7100 | 7100 | 7100 | 1,968 | 1,967 | 1,968 | 2,114 | 2,115 | 2,115

leva | 7150 | 7150 | 7150 | 1,993 | 1,993 | 1,994 | 2,138 | 2,138 | 2,138

12 |13:30 [prava| 7200 | 7200 | 7150 | 1,925 | 1,925 | 1,925 | 2,141 | 2,141 | 2,141

leva | 7050 | 7050 | 7050 | 1,914 | 1,914 | 1,914 | 2,162 | 2,162 | 2,162

13 |14:00 |prava| 6900 | 6900 | 6900 | 1,961 | 1,961 | 1,961 | 2,159 | 2,159 | 2,158

leva | 7000 | 7000 | 7000 | 1,97 197 | 1,941 | 2,118 | 2,118 | 2,118

14 |14:30 |prava| 6500 | 6500 | 6500 | 1,988 | 1,988 | 1,988 | 2,154 | 2,154 | 2,154

leva | 6450 | 6450 | 6400 | 1,975 | 1,975 | 1,975 | 2,147 | 2,147 | 2,147

Statistické zpracovani dat bylo provedeno pomoci programu Excel (Microsoft office).
Postup pfi vyhodnoceni byl takovy, Ze na data uvedena v tabulce 14 byly aplikovany rizné
regresni modely, jejichz cilem bylo zjistit, jak tésn€ zavisi mnoZstvi DNA izolované
Z jednoho kartacku, A260/A280 a A260/A230 na poctu opakovanych odbért. Na zaklad¢
koeficientu determinace bylo zji§téno, Ze u vytéZznosti DNA této zavislosti nejlépe odpovida
linearni regresni model, jehoz vysledek je prezentovan na grafu 1. Z tohoto grafu vyplyva, ze

vysoké hodnota koeficientu determinace (r2 =0,9631) svédci o velmi tésné zavislosti.
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Graf 1: Linearni zavislost mnozstvi izolované DNA z jednoho kartacku na opakovani stéru
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Shodnym zpisobem byly vyhodnoceny rovnéz parametry A260/A280 a A260/A230.
Zgrafu 2 a 3 vyplyva, ze hodnoty koeficientd determinace byly u obou zavislosti velice
nizké, a proto lze vyslovit zavér, Ze neexistuje zavislost mezi hodnotami téchto parametrt a

poctem opakovanych stért.

Graf 2: Linearni zavislost hodnot A260/A280 na opakovani stéru
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Graf 3: Linearni zavislost hodnot A260/A230 na opakovani stéru
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Korelaéni analyzou se potvrdil ptedpoklad, Zze vytéznost DNA je zavisla na opakovani
odbéru bunck bukalnich sliznic a naopak parametry Cistoty A260/A280 a A260/A230 na
opakovani zavislé nejsou. Opakovany odbér sice zpiisobil snizeni mnozstvi izolované DNA,
ale 1 toto mnozstvi je naprosto dostatecné pro provadéni velkého mnoZstvi molekularnich

analyz zalozenych na principu PCR.

5.3 Vysledky vyhodnoceni vlivu rizného zpusobu skladovani

cytologickych kartacki s odebranymi bunkami

Experiment byl navrzen proto, zZe na Skolicim pracovisti byly v minulosti odebirané
vzorky (kartacky) skladovany uzaviené ve sterilnich polypropylenovych zkumavkach. Tato
puvodni strategie uchovavani vzorkl byla navrzena s cilem maximalni eliminace kontaminaci
cytologickych kartack. Uvedeny postup uchovavani vzorkll byl navrzen zejména proto, Ze
fada chovateld zasila vzorky do laboratofe postou a teoreticky mohlo hrozit riziko protrzeni
papirové obalky se samotnym kartaCkem. Mnoho chovateli vSak nedbalo doporuceni
laboratote, aby byl kartacek pfed uzavienim zkumavky ponechan fadné vyschnout. V fadé
ptipadt potom do laboratote dorazily vzorky, obsahujici nevysusené kartacky, které byly po
nekolik dnli dopravovany postou. Vlhké prosttedi kartdckt tak vytvorilo idedlni podminky

pro rozvoj mikroorganismd, které jsou samoziejmé odebirany soucasné s bukalnimi bunikami.
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Obvykly vysledek takto dorucenych vzorkl ptedstavoval DNA, kterd byla pro nasledné
analyzy nepouzitelna.

Pro modelovy experiment byl pouzit pes a fena plemene Ceskoslovensky vicak
a schéma pokusu s naméfenymi vysledky je prezentovano v tabulce 15. Terminem suchy
kartacek je minén kartacek, ktery byl ponechdn po odbéru pii laboratorni teploté dukladné
vyschnout a teprve v suchém stavu byl umistén do polypropylenové zkumavky. Varianta
vlhky kartacek predstavovala kartacek s odebranymi buinikami, ktery byl okamzité po odbéru
uzavien do zkumavky. Stabilitu podminek, které mély simulovat zasilani vzorkd poStou

Vv letnim obdobi, zajist'oval biologicky termostat S nastavenou konstantni teplotou + 25 °C.

Tabulka 15: Charakteristika DNA izolované z cytologickych kartacki skladovanych riznym

zpusobem
MnozZstvi DNA z 1
kafzg\élku Pohlavi | Doba kartacku [ng] PASURZIS0 PSRN
V1 V2 V3 V1 V2 V3 V1 V2 V3
suchy pes | 5hodin | 8650 | 8400 | 8550 | 1,908 | 1,935 | 1,954 | 2,185 | 2,191 | 2,001
suchy pes 3dny | 8400 | 8150 | 8350 | 1,911 | 1,941 | 1,961 | 2,132 | 2,141 | 2,113
suchy pes 7dnt | 7300 | 7250 | 7150 | 1,923 | 1,932 | 1,901 | 2,089 | 2,015 | 2,157
suchy pes 14 dntt | 6450 | 6650 | 6700 | 1,906 | 1,906 | 1,905 | 2,191 | 2,112 | 2,181
suchy fena | 5hodin | 8900 | 8650 | 8450 | 1,932 | 1,954 | 1,921 | 2,147 | 2,115 | 2,143
suchy fena 3dny | 8300 | 8200 | 8130 | 1,941 | 1,908 | 1,903 | 2,165 | 2,136 | 2,118
suchy fena 7dntt | 7150 | 7000 | 7350 | 1,901 | 1,915 | 1,952 | 2,111 | 2,148 | 2,109
suchy fena | 14dnt | 6550 | 6700 | 6250 | 1,906 | 1,941 | 1,957 | 2,187 | 2,192 | 2,115
vlhky pes | 5hodin| 8950 | 8500 | 8750 | 1,954 | 1,936 | 1,962 | 2,191 | 2,145 | 2,168
vlhky pes 3dny | 4500 | 4650 | 4350 | 1,911 | 1,932 | 1,913 | 2,098 | 2,108 | 2,159
vlhky pes 7dnt | 1250 | 1150 | 1300 | 1,941 | 1,907 | 1,917 | 2,114 | 2,009 | 2,157
vlhky pes 14 dnt | 350 450 500 | 1,935 | 1,965 | 1,925 | 2,105 | 2,156 | 2,181
vlhky fena | 5hodin | 8500 | 8750 | 8350 | 1,961 | 1,921 | 1,935 | 2,178 | 2,178 | 2,144
vlhky fena 3dny | 4150 | 4050 | 4250 | 1,901 | 1,954 | 1,941 | 2,165 | 2,166 | 2,163
vlhky fena 7dnt | 1450 | 1360 | 1150 | 1,907 | 1,937 | 1,908 | 2,145 | 2,154 | 2,147
vlhky fena | 14dnt | 300 350 400 | 1,923 | 1,903 | 1,924 | 2,117 | 2,108 | 2,159

Vysokomolekularita DNA, ktera byla izolovana ze vSech variant uvedenych v tabulce

15, byla hodnocena rovnéz testovaci gelovou elektroforézou. Na nasledujicim obrazku je
uveden vzorovy elektroforeogram, ze kterého jasné vyplyva, ze pokles izolované DNA ze
skladovanych vlhkych kartackt je spojen svyraznou degradaci (fragmentaci) ptvodni

izolované vysokomolekularni DNA.
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Obrazek 12:

Rozdily ve

vysokomolekularité

DNA

izolované ze

suchych

a vlhkych cytologickych kartackt skladovanych po dobu 14 dni v teploté

+25C

V1V2 V3

suchy
kartacek

V1 V2 V3

vihky
kartacek

Naméfené hodnoty uvedené v tabulce 15 byly nasledné¢ vyhodnoceny analyzou

rozptylu vicenasobného tfidéni, kde tfidicimi faktory byla vysuSenost vzorkl, doba

skladovani a pohlavi hodnoceného jedince. Analyza rozptylu potvrdila, Ze na hlading

vyznamnosti o = 0,05 byly zjistény statisticky vyznamné rozdily ve vytéznosti DNA, které

byly zptsobeny tfidicimi faktory vysuSenost vzorku a doba skladovéni. Jinymi slovy je

mozné konstatovat, Ze u téchto dvou tfidicich faktort je mozno nalézt alespon jednu konkrétni

dvojici variant experimentu, jejiz primérnd vytéZnost DNA se bude statisticky vyznamné lisit

na hladin€ vyznamnosti o = 0,05. Vysledky analyz rozptylu jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.

Tabulka 16: Statistické hodnoceni vlivu vysuseni vzorku, doby skladovani a pohlavi zvifete

na mnozstvi DNA izolované z jednoho karta€ku — vysledky analyzy rozptylu

SlozKky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 860,9716 0,000000
VysuSenost vzorku 1 107,4401 0,000000
Pohlavi 1 0,0472 0,829012
Doba skladovani 3 35,8033 0,000000
Chyba 42

Z tabulky 16 vyplyva, ze podrobnéjsi vyhodnoceni ma smysl provést pro tridici

kritérium vysuSenost vzorku a doba skladovani. Vzhledem k tomu, Ze u tfidiciho kritéria
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vysusenost vzorku byly v experimentu zahrnuty pouze dvé alternativy (suché a vlhké
kartacky), nemé smysl podrobnéjsi vyhodnoceni provadét a je mozné tvrdit, ze na hladiné
vyznamnosti a = 0,05 existuji statisticky vyznamné rozdily mezi primérnymi vytéZnostmi
DNA izolované ze suchych a vlhkych kartacki.

Podrobnéjsi vyhodnoceni pomoci metody dle Tukeyho bylo tudiz provedeno pouze
pro tfidici faktor doba skladovani. Vysledky hodnoceni jsou uvedeny v tabulce 17, kde jsou
¢ervenou barvou zvyraznény dvojice porovnavanych dob skladovani, které se vzajemné lisi
na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Ziskané vysledky lze shrnout tak, Zze byla nalezena jedina
dvojice dob skladovani (7 dnti a 14 dnt), kterd se vzajemné neliSila na hladin¢ vyznamnosti
a = 0,05 z hlediska vytéznosti DNA. V této tabulce jsou uvedeny hodnoty pravdépodobnosti,

se kterymi se porovnavané primeéry shoduyji.

Tabulka 17: Podrobnéjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu vytéznosti DNA zpusobené rtiznou

dobou skladovani cytologickych kartacka

Primérna vytéZnost DNA z 1 cytologického kartacku [ng]
Doba 5 hodin 3dny 7 dnt 14 dné
8616,7 6290,0 4238,3 3470,8
5 hodin 0,000749 0,000171 0,000171
3dny 0,000749 0,002899 0,000199
7 dni 0,000171 0,002899 0,501465
14 dni 0,000171 0,000199 0,501465

Ve vysledkové tabulce 15 jsou rovnéz uvedena data parametric A260/A280
a A260/A230. Hodnoty téchto pomeért byly rovnéz vyhodnoceny analyzou rozptylu, ve
kterych byly zvoleny shodné tiidici faktory: vysuSenost vzorku, doba skladovani a pohlavi
jedince. Z analyzy rozptylu vyplyva, Ze u zadného z tidicich faktord u poméru A260/A280
I A260/A230 nebyla ziskana ani jedna dvojice porovnavanych pruméri, o které je mozno
tvrdit, Ze se vzdjemné na hladiné vyznamnosti o = 0,05 odliSuji. Vysledky analyzy rozptylu
pro A260/A280 a A260/A230 jsou soucasti tabulek 18 a 19. Vzhledem k tomu, Ze analyza
rozptylu neprokazala statisticky vyznamny vliv Zadného z ttidicich faktor na hodnocené

vlastnosti DNA, nebylo provedeno ani nasledné podrobné vyhodnoceni.
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Tabulkal8: Statistické hodnoceni vlivu vysuseni vzorku, doby skladovani a pohlavi zvifete

na pomér A260/A280 — vysledky analyzy rozptylu

Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 466278,2 0,000000
VysuS$enost vzorku 1 0,5 0,469070
Pohlavi 1 0,1 0,797438
Doba skladovani 3 2,2 0,107565
Chyba 42

Tabulkal9: Statistické hodnoceni vlivu vysuseni vzorku, doby skladovani a pohlavi zvitete

na pomér A260/A230 — vysledky analyzy rozptylu

Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 120078,0 0,000000
VysuSenost vzorku 1 0,6 0,459618
Pohlavi 1 1,9 0,172458
Doba skladovani 3 2,0 0,133444
Chyba 42

5.4 Vysledky hodnoceni vlivu organickych kontaminujicich latek

na kvantitu a kvalitu izolované DNA

V literarni reSersi jsem se zmifiovala, Ze vSichni autofi, ktefi se zabyvali izolaci DNA
z bun¢k bukalnich sliznic, poZadovali, aby jedinec urceny k odbéru biologického materidlu
uritou dobu pied odbérem nekonzumoval zadnou potravu. V ptipadé, ze analyzy byly
provadény u ¢loveka, je fadou autord rovnéz doporuc¢ovano dikladné vyplachnuti ustni dutiny
specialné vyrdbénymi ustnimi vodami. Cilem vSech téchto opatfeni je minimalizovat
kontaminaci cytologickych kartackti riznymi organickymi latkami, které mohou obsahovat
molekuly DNA jiného organismu nez je organismu cilovy.

Cilem experimentu bylo simulovat rizné organické znecisténi kartackul, které mize
potencidlné nastat pii genetickych analyzach psid. Odbéry u velkého mnozstvi pst lze
provadét napiiklad na vystavach, bonitacich a svodech. Pii téchto akcich je velice obtizné
pfimét majitele pst, aby napiiklad pamlskem nemotivovali jednotliva zvifata. Kontaminace
zbytky potravy pak miize byt teoreticky zachycena 1 na odbérovych kartdccich. Schéma

pokusu a jeho vysledky jsou uvedeny v nasledujici tabulce.
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Tabulka 20: Charakteristika DNA izolované z cytologickych kartackli kontaminovanych riznymi organickymi latkami — 1. ¢ast

Mnozstvi DNA z 1 kartacku

. . A260/A280 A260/A230
Kontaminant Jedinec [ng]
M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3
pes A 9350 9350 9350 1,826 1,826 1,826 2,171 2,171 2,171
KoFen syrové mrkve pes B 9000 9000 9000 1,891 1,891 1,891 2,189 2,189 2,189
fena A 9100 9100 9100 1,872 1,872 1,872 2,107 2,107 2,107
fena B 8950 8950 8950 1,813 1,814 1,813 2,145 2,145 2,145
pes A 8650 8650 8700 1,861 1,861 1,861 2,132 2,132 2,132
Vafena ryZe pes B 8350 8350 8350 1,853 1,853 1,853 2,156 2,156 2,156
fena A 8500 8500 8500 1,812 1,812 1,812 2,161 2,161 2,162
fena B 8200 8200 8200 1,861 1,861 1,861 2,145 2,145 2,145
pes A 12150 12150 12150 1,873 1,873 1,873 2,178 2,178 2,178
Granule Hill's Canine Adult Large pes B 12300 12300 12300 1,841 1,841 1,841 2,181 2,181 2,181
Breed Chicken fena A 12600 12600 12600 1,826 1,826 1,826 2,141 2,141 2,141
fena B 12450 12500 12450 1,846 1,846 1,846 2,123 2,123 2,123
pes A 10400 10400 10400 1,834 1,834 1,834 2,166 2,166 2,166
Suchar Pedigree Biscrok pes B 10550 10550 10550 1,874 1,874 1,874 2,139 2,139 2,139
fena A 10350 10350 10350 1,846 1,846 1,847 2,154 2,154 2,154
fena B 10300 10300 10300 1,856 1,856 1,856 2,171 2,171 2,171
pes A 8650 8650 8650 1,891 1,891 1,891 2,144 2,145 2,145
éepel jilku vytrvalého pes B 8500 8500 8550 1,811 1,811 1,811 2,133 2,133 2,133
fena A 8450 8450 8450 1,824 1,824 1,824 2,151 2,151 2,151
fena B 8750 8750 8750 1,835 1,835 1,835 2,181 2,181 2,181
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Tabulka 20: Charakteristika DNA izolované z cytologickych kartackli kontaminovanych riznymi organickymi latkami — 2. ¢ast

. . Mnozstvi DNA z 1 kartacku A260/A280 A260/A230
Kontaminant Jedinec [ng]

M1 M2 M3 M1 M2 M3 M1 M2 M3

pes A 8950 8950 8950 1,846 1,846 1,846 2,191 2,191 2,191

pes B 8350 8350 8350 1,844 1,844 1,844 2,141 2,141 2,141

Prapor letky holuba domaciho
fena A 8650 8650 8650 1,875 1,875 1,875 2,123 2,124 2,123

fena B 8200 8210 8200 1,811 1,811 1,811 2,147 2,147 2,147

pes A 8450 8450 8450 1,832 1,832 1,832 2,159 2,159 2,159

pes B 8750 8750 8750 1,841 1,842 1,842 2,118 2,118 2,118

Kira kmene lipy srdcité
fena A 8600 8600 8600 1,876 1,876 1,876 2,173 2,173 2,173

fena B 8200 8200 8200 1,851 1,851 1,851 2,149 2,149 2,149

pes A 9200 9200 9200 1,844 1,844 1,844 2,163 2,163 2,163

pes B 9450 9450 9450 1,849 1,849 1,849 2,162 2,162 2,162

(0) ¢ viock
VI VT fenaA | 9650 | 9650 | 9650 | 1,833 | 1833 | 1,833 | 2155 | 2155 | 2,155

fena B 9150 9150 9150 1,821 1,821 1,821 2,135 2,135 2,135

pes A 8600 8600 8600 1,854 1,854 1,854 2,154 2,154 2,154

pes B 8450 8450 8450 1,867 1,867 1,868 2,178 2,178 2,179

Kontrola bez kontaminantu
fena A 8550 8550 8600 1,864 1,864 1,864 2,145 2,145 2,145

fena B 8350 8350 8350 1,836 1,836 1,836 2,138 2,138 2,138
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Pro simulaci kontaminace bylo zvoleno plemeno ¢eskoslovensky vicak, které bylo

prezentovano dvéma psy a dvéma fenami. VSechna zvifata vlastnila jedna chovatelka, ktera

skutecné zajistila, ze hodnocend zvirata nepiijimala minimaln¢ 1 hodinu pied odbérem

zadnou potravu. Z tabulky 20 vyplyva, Ze experiment byl navrzen tak, aby se ziskana data

dala vyhodnotit analyzou rozptylu. Ttidicimi faktory byla kontaminujici organickéd latka

a hodnoceny jedinec.

Na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05 bylo zjisténo, ze o vytéznosti DNA z jednoho

kartacku byl primér statisticky vyznamné ovlivnén, jak tfidicim faktorem kontaminace, tak

I tiidicim faktorem jedinec. Vysledky analyzy rozptylu jsou dokumentovany v tabulce 21.

Tabulka 21: Statistické hodnoceni vlivu kontaminace a hodnoceného jedince na mnozstvi

DNA izolované z jednoho kartacku — vysledky analyzy rozptylu

Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 348761,7 0,000000
Kontaminant 8 775,4 0,000000
Jedinec 3 9,7 0,000012
Chyba 96

faktor kontaminujici organicka latka. Vysledky tohoto hodnoceni zn4zornuje tabulka 22.

Podrobnéjsi vyhodnoceni metodou podle Tukeyho bylo provedeno nejprve pro tridici

Tabulka 22: Podrobngjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu vytéznosti DNA zptsobené riznymi

organickymi kontaminanty

Prumérna vytéZnost DNA z 1 cytologického kartac¢ku [ng]

Kont. Mrkev | RyZe | Granule | Suchar | Jilek Letka Kira | Vlotky | Kontrola
9100,0 8429,2 12379,0 | 10400,0 8587,5 8538,3 8500,0 9362,5 8491,7
Mrkev 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,005010 | 0,000133
Ryze 0,000133 0,000133 | 0,000133 | 0,313959 | 0,784764 | 0,978601 | 0,000133 | 0,990411
Granule | 0,000133 | 0,000133 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133
Suchar | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133
Jilek 0,000133 | 0,313959 | 0,000133 | 0,000133 0,998181 | 0,926597 | 0,000133 | 0,882277
Letka 0,000133 | 0,784764 | 0,000133 | 0,000133 | 0,998181 0,999719 | 0,000133 | 0,998762
Kiira 0,000133 | 0,978601 | 0,000133 | 0,000133 | 0,926597 | 0,999719 0,000133 | 1,000000
Vlecky | 0,005010 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 | 0,000133 0,000133
Kontrola | 0,000133 | 0,990411 | 0,000133 | 0,000133 | 0,882277 | 0,998762 | 1,000000 | 0,000133
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V tabulce 22 jsou uvedeny pravdépodobnosti, se kterymi se porovnavané priameéry
shoduji. Cervenou barvou jsou v této tabulce zobrazeny takové dvojice kontaminujicich
organickych latek, kde jsou statisticky vyznamné rozdily mezi primérnymi vytéZnostmi
na hladin¢ vyznamnosti a = 0,05. Jinymi slovy z této tabulky lze vyvodit zavér, Ze na hladiné
vyznamnosti o = 0,05 nebyly zjiStény statisticky prikazné rozdily ve vytéznosti DNA mezi
nasledujicimi dvojicemi kontaminanti:

o ryze ajilek

e ryze a letka holuba

e ryze a kiira kmene lipy

e ryze a nekontaminovana kontrola

e jilek a letka holuba

e jilek a ktira kmene lipy

e jilek a nekontaminovana kontrola

e letka holuba a klira kmene lipy

e letka holuba a nekontaminovana kontrola

e kura kmene lipy a nekontaminovana kontrola.

Podrobnéjsi vyhodnoceni metodou podle Tukeyho bylo provedeno rovnéz pro tiidici
faktor hodnoceny jedinec. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 23, ktera rovnéz obsahuje
hodnoty pravdépodobnosti, se kterymi se shodovaly primérné vytéznosti DNA hodnocenych

pst.

Tabulka 23: Podrobnéjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu vytéznosti DNA zplsobené riznymi

hodnocenymi jedinci

Pramérna vytéznost DNA z 1 cytologického kartacku [ng]

Jedinec Pes A Pes B Fena C Fena D

9379,6 9300,0 9385,2 9174,4
Pes A 0,286495 0,999380 0,000205
Pes B 0,286495 0,230603 0,029718
Fena C 0,999380 0,230603 0,000179

Fena D 0,000205 0,029718 0,000179

Z této tabulky vyplyva, Ze fena D se z hlediska vytéZznosti DNA liSila od vSech
ostatnich zvitat (pes A, pes B a fena C) na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05.
Hodnoty A260/A280 a A260/A230 uvedené ve vysledkové tabulce byly hodnoceny

rovnéz pomoci analyzy rozptylu za pouziti shodnych tfidicich kritérii — kontaminant

59



a hodnoceny jedinec. U obou pomért absorbanci bylo prokdzano, ze piitomnost
kontaminujici latky statisticky prikazné neovlivnila hodnoty téchto pomeérti na hlading
vyznamnosti o = 0,05. Naopak statisticky vyznamné rozdily u poméru absorbanci A260/A280
1 A260/A230 byly zjistény u tfidiciho faktoru jedinec. Vysledky analyzy rozptylu

dokumentuji nésledujici tabulky.

Tabulka 24: Statistické hodnoceni vlivu kontaminace a hodnoceného jedince na pomér

absorbanci A260/A280 — vysledky analyzy rozptylu

Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 826335,2 0,000000
Kontaminant 8 1,0 0,476946
Jedinec 3 3,1 0,030143
Chyba 96

Tabulka 25: Statistické hodnoceni vlivu kontaminace a hodnoceného jedince na pomér

absorbanci A260/A230 — vysledky analyzy rozptylu

Slozky variability | Stupné volnosti Hodnota F-testu Pravdépodobnost p
Absolutni ¢len 1 1264607 0,000000
Kontaminant 8 0 0,980721
Jedinec 3 4 0,013696
Chyba 96

Pro oba hodnocené poméry absorbanci bylo nasledné provedeno podrobnéjsi
vyhodnoceni metodou podle Tukeyho. V tabulkach 26 a 27 jsou uvedeny hodnoty

pravdépodobnosti, se kterymi se hodnoty pomérii absorbanci jednotlivych jedincti shodovaly.

Tabulka 26: Podrobngjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu poméru A260/A280 zplisobené

riznymi hodnocenymi jedinci

Primérna vytéZznost DNA z 1 cytologického kartacku [ng]
Jedinec Pes A Pes B Fena C Fena D
1,8512 1,8524 1,8476 1,8367
Pes A 0,996650 0,921692 0,062265
Pes B 0,996650 0,833217 0,036427
Fena C 0,921692 0,833217 0,237225
Fena D 0,062265 0,036427 0,237225
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Tabulka 27: Podrobngjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu poméru A260/A230 zpisobené

riznymi hodnocenymi jedinci

Primérna vytéZnost DNA z 1 cytologického kartacku [ng]
Jedinec Pes A Pes B Fena C Fena D
2,1621 2,1553 2,1456 2,1482
Pes A 0,591449 0,016097 0,057601
Pes B 0,591449 0,290076 0,565503
Fena C 0,016097 0,290076 0,963675
Fena D 0,057601 0,565503 0,963675

Podrobnéjsi vyhodnoceni analyzy rozptylu prokazalo, ze na hladin¢ vyznamnosti
a=0,05, ze se lisila primérna hodnota poméru A260/A280 mezi psem B afenou D.
U poméru A260/A230 byly statisticky vyznamné rozdily na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,05
zjiStény mezi psem A a fenou C.

Pritomnost kontaminujicich organickych latek ve zkumavce s cytologickym kartackem
dle mého nazoru zpusobovala, ze spole¢n¢ s DNA hodnoceného zvifete byla extrahovana
i DNA z kontaminujici biologické latky. Na obrazku 13 je znazornén elektroforoegram pti

testovani vysokomolekularity DNA.

Obrazek 13: Elektroforeogram izolované DNA ze vzorkd sriznymi organickymi

kontaminacemi
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Do jamek agar6zového gelu, ktery je prezentovan na obrazku 13, byla nanesena piimo
izolovand DNA bez fedéni na konstantni koncentraci. Z tohoto obrazku je patrné, Ze svitivost
jednotlivych fragmenti je variabilni a pfi pouhém porovnani intenzity svitivosti izolované
genomické DNA s hodnotami vytéZznosti DNA uvedenymi v tabulce 20 je patrné, ze tyto dva
znaky vzajemné koreluji. Nejvyssi svitivost je patrna u DNA, kde kontaminujicimi latkami
byly granule a suchary. Rovnéz tyto dva vzorky vykazovaly nejvyssi vytéznost DNA. Na
vzorcich kontaminovanych granulemi a suchary je rovnéz patrné, ze kromé
vysokomolekularni DNA tyto vzorky obsahuji i urcity podil degradované DNA. Vzhledem
K tomu, Ze ob¢ dvé kontaminujici latky obsahuji podil Zivo¢isnych bilkovin, 1ze predpokladat,
ze degradovand DNA ma ptvod praveé v téchto kontaminujicich latkéch.

V ptipadég, Ze by pouzity izolacni kit nedokazal dikladné vycistit extrahovanou DNA
od slozek kontaminujicich latek, mohlo by teoreticky dochazet k inhibici PCR, kde by tato
DNA méla fungovat jako templat. Pfitomnost cizi kontaminujici DNA by teoreticky mohla
zpusobovat 1 vyskyt nespecifickych produkti amplifikace. K této situaci by mohlo dojit pouze
tehdy, kdy by dvojice primert vykazovaly homologii i k jiné templatové DNA nez k DNA
psa. Pro tento experiment byla pouzita DNA kontaminovana vySe uvedenymi latkami jako
tepmlat pro amplifikaci tfi autozomalnich mikrosatelitnich lokusti. Velikosti alel téchto
mikrosatelitnich lokusi pfi pouziti zcela nekontaminované DNA jsou uvedeny v nasledujici

tabulce.

Tabulka 28: Velikosti alel hodnocenych mikrosatelitnich lokusi pii  pouziti

nekontaminované DNA

Jedinec FH2004 FH3210 FH3241

Pes A 168/168 271/290 263/263
Pes B 168/226 298/302 259/263
Fena C 168/226 283/302 259/263

Fena D 226/226 283/298 263/263

Pomoci fragmentacni analyzy byly hodnoceny vSechny genotypy a vSechny varianty
kontaminaci. Vysledek analyzy potvrdil, ze pfitomnost ani jedné z kontaminujicich latek
neinhibovala amplifikaci a soucasné¢ pfitomnost cizorodé DNA nezpiisobila ani v jedné
variant¢ pokusu piitomnost nespecifickych fragment. To znamend, Ze ve vSech variantach

experimentu byly ziskdny naprosto stejné velké alely vSech mikrosatelitnich lokusi, jako jsou
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uvedeny v tabulce 28. Na nasledujicich obrazcich jsou znazornény vzorové chromatogramy,

ze kterych je patrna specifi¢nost amplifikace.

Obrazek 14: Vzorovy chromatogram detekujici alely mikrosatelitniho lokusu FH2004 pfi
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Obrazek 15: Vzorovy chromatogram detekujici alely mikrosatelitniho lokusu FH3210 pfi
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Obrazek 16: Vzorovy chromatogram detekujici alely mikrosatelitniho lokusu FH3241 pfi
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6. DISKUZE

Jako téma bakalaiské prace jsem si zvolila studium metod izolace genomické DNA
U pstt z bunék bukalnich sliznic. Tato neinvazivni metoda je obecné povazovana za vhodny
zpusob, ktery poskytuje dostatecné mnozstvi kvalitni DNA vyuzitelné pro nasledné analyzy
zalozené na principu PCR. Neinvazivnost této metody je hlavnim z diivodem, pro¢ chovatelé,
ktefi spolupracuji z genetickymi laboratofemi nebo ktefi sami pozaduji provedeni genetické
analyzy u svych pst, preferuji pravé odbér bun¢k bukalnich sliznic. Cytologicky kartacek,
ktery je dodavan ve sterilnim obalu je jistou zarukou, ze nedojde ke kontaminaci tohoto
nastroje jest¢ pied vlastnim odbérem. Vlastni odbér zvlada zkuseny chovatel bez sebemensich
problémi. K urCitym problematickym situacim mutze dojit, pokud jsou odebrané vzorky
skladovany nevhodnym zpiisobem nebo nepfiméfené dlouho uchovavany. Z praktickych
zkuSenosti je zndmé, Ze ke genetickym analyzdm jsou netimyslné zasilany vzorky, které jsou
kontaminovany, poptipad¢ vzorky nevhodné skladované, obsahujici jiz zna¢n€¢ degradovanou
DNA. Z téchto diivodu jsem se rozhodla v bakalarské praci na zakladé nékolika modelovych
experimentll prokézat, jaky dopad miize mit neodbornd manipulace s odebranymi bunikami

bukalnich sliznic na kvalitu kvantitu DNA.

6.1 Vliv plemenné prislusSnosti na parametry kvantity a kvality

izolované DNA

V naprosté vétSiné védeckych praci je predpokladano, ze pro genetické analyzy je
pouzivana vzdy vysokomekuldrni a nekontaminovana DNA. Vyjimky mohou nastat obvykle
Vv pfipad€¢ extrakce DNA z netradi¢nich materialii, jako jsou naptiklad muzejni preparaty,
zbytky uhynulych jedinct nebo vykaly (Kurose et al., 2005). Pti volbé metody izolace jsem
zvolila  takovy postup, ktery zajisti maximalni stabilitu podminek izolace
a reprodukovatelnost vysledkt. Proto jsem se rozhodla pro izolaci DNA pouzit komeréné
vyrabény extrakéni kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel). Jsem si védoma toho, Ze
cena vzorkil izolovanych standardnim laboratornim postupem, jako je napiiklad fenol —
chloroformova extrakce (Bilek et al., 2007), je vyrazné niz8i. Fenol — chloroformovou
extrakci doporucuji pouzit pro ziskavani DNA u pst naptiiklad Garcia-Closas et al. (2001),
Cao et al. (2003), Vila et al. (2003) a Sundqvist et al. (2001). Tuto metodu obvykle vyuZzivaji
pracovisté, ktera se molekularnim analyzam zvifeciho genomu vénovala jesté v dobg, kdy trh

nebyl zasobovan dostate¢nym mnozstvim kitl s pfijatelnou cenou. Domnivam se, ze pokud je
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vyslovené laboratorni postup izolace DNA v dané laboratofi plné optimalizovany a ovéfeny,
je kvantita a kvalita izolované DNA rovnéz naprosto vhodna pro genetické analyzy. Urcitou
nevyhodu téchto laboratornich postupti spatiuji i v praci s poméeiné toxickymi chemikaliemi
jako je napftiklad fenol.

Izolaci genomické DNA pomoci komeréné dodavanych kitlh povazuji za progresivni
postup, ktery kromé vynikajici stability podminek extrakce umozni rovnéz izolovat vyssi
mnozstvi vzorkl v kratké ¢asové period¢. Tuto vyhodu povazuji za dulezitou zejména pokud
genetické analyzy budou provadét velké diagnostické laboratoie, které jsou zaméfeny na
hodnoceni velkého mnozstvi vzorkt. Kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel) pro
izolaci psi DNA z bukalnich sliznic nepouzil zadny z citovanych autort. Protoze vyrobci
ruznych kit zdmérné neuvadéji sloZzeni jednotlivych extrakénich a purifikacnich roztokd,
mohu pouze predpokladat, ze naptiklad kit QIAamp DNA MiniKit (QIAGEN), ktery pouzil
Chang et al. (2007), nebo kit Izoquick DNA Extraction Kit (Orca) pouzity Vila et al. (2003)
pracuji na obdobném principu.

Ve své bakalarské praci jsem se rozhodla ovéfit, zdali vytéZnost DNA izolované
Z jednoho cytologického kartacku bude ovlivnéna plemenem psa. Pro tento ucel jsem si
zamérn¢ zvolila kolekei osmi plemen, které odpovidaji riiznym velikostnim kategoriim. Tato
plemena jsou blize charakterizovdna V metodické casti prace. Pii navrhovani tohoto
experimentu jsem vysla z hypotézy, ze u pst velkych a obfich plemen je z diivodii velikosti
tlamy a pyskli mnohem snaz$i provadét odbér. Naopak u malych a toy plemen miZe vsunuti
odbérové ¢asti kartacku do tlamy zpuisobovat problémy. Tyto vysledky byly potvrzeny rovnéz
statisticky pomoci analyzy rozptylu, ktera jednoznacné prokazala, Ze existuji statisticky
vyznamné rozdily ve vytéZnosti DNA mezi obiimi, respektive velkymi plemeny, a malymi
respektive toy plemeny. Prestoze tyto rozdily byly statisticky vyznamné, mohu uvést, ze
mnozstvi DNA, které je ziskdno u malych plemen je naprosto dostatecné pro provadéni
molekularnich testt. Hlavni diivod v nizsi vytéznosti DNA u téchto malych plemen spatiuji
nejenom v mensi velikosti a plose pysku, ale zejména v reakci samotného psa na pritomnost
odbérového kartacku v tlamé. Pro své experimenty jsem si zamérné zvolila plemeno jezev¢ik,
které je vyuZzivano jako nornik a je od né&j vyZadovana urcita tvrdost a samostatnost pii praci
pod zemi. Je mozné, Ze pravé tyto povahové vlastnosti zpiisobily mnohdy az odmitavou
reakci zvitat pfi odbéru bukalnich sliznic.

Na rozdil od vytéznosti DNA zvysledki prace vyplyva, Ze parametry Ccistoty
vyjadiené poméry absorbanci A260/A280 a A260/A230 (Warburg a Christian, 1942; Glasel,
1995; Wilfinger et al., 1997) nebyly statisticky zavislé na pouzitém plemeni. Tento vysledek
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sveéd¢i o tom, ze plemenna piislusnost ziejmé ovlivnila mnozstvi somatickych buné¢k, které
zustaly zachyceny na odbérovém kartaCku, ale neovlivnila jiz hodnotu vySe zminovanych
pomérti absorbanci. Z vysledkti bakalaiské prace vyplyva, ze hodnoty poméra A260/A280
a A260/A230 se pohybovaly vzdy v intervalech, kter¢ Wilfinger et al. (1997) povazuje za
odpovidajici vysoce Cist¢é DNA. Tento vysledek byl o¢ekavatelny, protoze pii extrakci nebyly
pouzity zadné slouceniny, které mohou potencialné znecistit izolovanou DNA, a ovlivnit tak
hodnoty poméru absorbanci. DNA muze znecistit napiiklad fenol, glykogen, CTAB a PVPP,
jejichz negativni vliv na kvalitu DNA popisuji napiiklad Zhou et al. (1996) nebo Thermo
Fisher Scientific (2011).

Ziskané vysledky a zkuSenosti bych rada diskutovala rovnéz s nékterymi moznostmi
odbéru bukélnich bunck, které jsou vyuzivany v humanni genetice. Zde krom¢ standardniho
odbéru bunék bukalnich sliznic na kartacek je vyuzivano rovnéz dikladné kloktani specidlni
ustni vody, u které se predpoklada, ze do ni dojde k uvolnéni bukalnich bun¢k. Domnivam se,
Ze tato strategie je aplikovatelna pouze u Clovéka, nikoli vSak u zvifat. Dovedu si piedstavit,
ze je mozné specidlni ustni vodou opatrné a Setrné vyplachnout 1 ustni dutinu psa s cilem
maximalné se zbavit zbytkl potravy ulpélé na sliznicich. Nedovedu si vSak piedstavit, ze by
postup zalozeny na kloktani a vyplivnuti vody do zkumavky, ktery popsal napiiklad King et
al. (2002), byl pouzitelny v genetice pst.

6.2 Vliv opakovaného odbéru bunék bukalnich sliznic
cytologickym kartackem na mnoZstvi a kvalitu extrahované

DNA

Problematikou, kterou jsem v tomto experimentu simulovala situaci, kdy naptiklad
chovatel pokazi odbér sterilnim kartackem a potiebuje odbér zopakovat, se nevénoval zadny
Z citovanych autor. Divodem pro¢ jsem tento experiment do své bakalaiské prace zatadila,
byly jiz zminované dotazy chovateld, zdali mohou odbér cytologickym kartaCkem provést
opakovan¢. Obvyklym divodem byla naptiklad takova situace, kdy pii ukladani kartdcku se
chovatel nebo pes opakované dotkl odbérové ¢asti kartacku. Dalsi situaci bylo upusténi
kartacku na zem a jeho okamzita kontaminace. Tento experiment respektive jeho vysledky

jsem vyuzila i pii feSeni bakalaiské prace, kdy od jednoho zvitete bylo potieba ziskat vétsi
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pocet odbéra, které byly nasledné pouzity na realizaci riznych alternativ dalSich experiment
bakalaiské prace.

U plemene rhodesky ridgeback, které bylo pro tyto analyzy pouzito, byla prokazana
tésna linearni zavislost v mnozstvi izolované DNA na poctu opakovani odbéru bun¢k. Pokles
vytéznosti DNA z jednoho cytologického kartacku vsak nebyl ani po 14. odbéru nijak
dramaticky. Tento milj zavér dokladaji nasledujici tidaje. Jestlize z prvniho odbéru bunék
bukélnich sliznic bylo ziskano takové mnozstvi DNA, které je pouzitelné pro realizaci 430
PCR reakci o objemu 12,5 pul, potom ze 14. odbéru bylo ziskano mnozstvi DNA pro 320 PCR
reakci o stejném objemu. Snizeni vytéznosti DNA bylo o¢ekdvané. Piedpokladala jsem, ze pii
opakovanych odbérech bude postupné odstranéna ¢ast bunék bukalnich sliznic.

Nepodatilo se mi nalézt, ze by studii, zabyvajici se touto problematikou, provadél
n¢kdo v oblasti molekularni genetiky psii. V humanni molekuldrni genetice vSak obdobné
studie provedeny byly. Naptiklad King et al. (2002) se zam¢éfili na vliv strany lidské tvaie, ze
které byly cytologickym kartaCkem odebirdny bunky. Tito autofi se rovnéz vénovali
problematice jednoho opakovaného odbéru ze stejné tvare, ktery byl proveden v kratkém
¢asovém intervalu po prvnim odbéru. Dalsi experimenty, které provedli King et al. (2002),
vedly ke sledovani, zda vytéznost izolované DNA je ovlivnéna rannim odbérem nebo
odbérem v prubéhu dne. Prestoze tito autofi pouzili jiny zpusob statistického zptisobu
vyhodnoceni dat, nez které jsem pouzila ja ve své praci, mohu konstatovat, ze vysledky mého
vyzkumu odpovidaji zavérim King et al. (2002). Timto zavérem je konstatovani, ze
opakované odbéry bukalnich sliznic vyrazné¢ neovliviiuji mnoZstvi extrahované DNA ani

parametry A260/A280 a A260/A230.

6.3 Vliv podminek a doby skladovani cytologickych kartacku
s odebranymi bunkami na mnoZstvi a kvalitu extrahované

DNA

Jiz ve vysledkové cCasti bakalaiské prace jsem se zminila o divodu, pro¢ jsem se
zaméftila rovnéz na simulaci riznych podminek, které mohou nastat pii zasilani cytologickych
kartackt nebo pfi jejich skladovani. Divodem této experimentalni ¢asti bakalaiské prace byly
skutecné praktické zkuSenosti Skoliciho pracovisté s cytologickymi kartacky, které byly
zaslany poStou zejména v letnich mésicich a u kterych nebylo moZné extrahovat

vysokomolekularni DNA.
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Problematikou konzervace rtiznych typt biologického materialu urc¢eného k izolaci
DNA se zabyva fada autor. Obecné lze konstatovat, Ze vSeobecné platnym doporucenim je,
ze po odbéru biologického materidlu je nutné vytvofit takové podminky, které zabrani
zejména enzymatické degradaci DNA. Touto problematikou se zabyvaji napiiklad Beja-
Pereira et al. (2009). Tito autofi uvadé¢ji, ze k degradaci DNA dochazi v disledku vytvoreni
takovych skladovacich podminek, které jsou vhodné pro aktivitu enzymt nukleaz. Tito autoii
doporucuji provést rtizné zasahy vedouci ke konzervaci odebrané¢ho materialu. Uvadéji
napiiklad okamzit¢ zmrazeni, vysuSeni v prostiedi silikagelu nebo lyofilizaci. Pfi feSeni
bakalaiské prace jsem se rozhodla zvolit vysuseni vzorku pii bézné laboratorni teploté. Timto
zpuisobem jsem se snazila simulovat podminky, kterd ma k dispozici bézny chovatel, ktery se
rozhodne zasilat vzorky ke genetickym analyzam. Beja-Pereira et al. (2009) rovnéz
doporucuji konzervaci vzorkil v etanolu. Tuto alternativu jsem zdmérné nepouzila, a to
Z nasledujiciho divodu. Domnivam se, ze odebrané buiiky bukalnich sliznic nejsou pevné
pfichyceny na cytologickém kartacku a pii ponoteni kartaCku do roztoku etanolu by mohlo
dojit k jejich odmyti.

V experimentu jsem pouzila dvé alternativy skladovani vzorkli — suchy a vlhky
cytologicky karta¢ek. Uplnym vysuenim karta¢ku byly dle mého nazoru vytvoteny takové
podminky, které vyrazné inhibovaly aktivitu nukleaz zminovanou Beja-Pereira et al. (2009).
Domnivam se rovnéz, Ze vysuSeny cytologicky kartd¢ek nevytvofil podminky pro rozvoj
mikroorganismi. Tyto vysledky dokladaji i hodnoceni kvantity a kvality izolované DNA.
Vyznamnym ditkkazem je dle mého ndzoru i hodnoceni testovaci elektroforézou, kdy po
14 dnech uchovani suchych cytologickych kartacka pii teploté + 25 °C nebyly zjistény zadné
ptiznaky degradace vysokomolekuldrni struktury izolované DNA.

Varianta skladovani vlhkych kartacki jiz z hlediska vizualniho hodnoceni po né€kolika
dnech ulozeni pii teplot¢ + 25 °C pifesné¢ odpovidala stavu kartacktli, které v nevysuSené
podobé chovatelé odeslali k analyzam v letnich mésicich. Typickym ptfiznakem byl znacny
zapach kartackti. Mohu se domnivat, ze vSudypfitomna kontaminace mikroorganismy se
vV podminkach skladovani vlhkych kartdckli vyrazn€ rozsifila a rovnéz byly vytvofeny
podminky pro aktivitu nukle4dz. Dle mého nazoru je dikazem téchto zavérli vyrazné snizeni
mnozstvi extrahované DNA, které bylo podlozeno rovnéz statistickou analyzou. DalSim
dikazem naprosté nevhodnosti skladovani vlhkych kartacka je i téméf uplna degradace —
fragmentace DNA, ktera je patrnd ztestovaci elektroforézy. Ztraty DNA z del§i dobu
skladovaného biologického materidlu jsou oc¢ekavatelné. Molekula DNA piedstavuje znacné

stabilni molekulu. Jeji stabilita vSak zavisi na stavu bunky. U mrtvych bunék samoziejmé

70



dochazi k jeji degradaci. Degradaci DNA u variabilniho biologického materialu odebraného
Selmam popsali naptiklad Roon et al. (2003). Stejnou problematikou se zabyvali naptiklad
Gagneux et al. (1997), ktefi doporucuji 1 vysuSeny biologicky material uchovavat ve
zmrazené podob¢ pii — 20 °C. Osobné bych se pfiklonila k této varianté skladovani a pfi

ziskani vysusenych kartackti doporucuji jejich uloZeni pfed extrakci DNA v mrazicim boxu.

6.4 Vliv pritomnosti kontaminujicich organickych latek na
parametry extrahované DNA a na specificnost detekce alel

mikrosatelitnich lokusu

Posledni skupina experimentl zafazenych do bakalaiské prace meéla za cil simulovat
situaci, kdy ustni dutina psa mize byt kontaminovdna zbytky potravy. Z téchto divodu je
doporucovano zajistit, aby pes po urcitou dobu nemohl pfijimat potravu. Z rozboru dostupné
literatury je zfejmé, Ze se tyto udaje ruzni. Naptiklad Chang et al. (2007) uvadéji, ze
postacujici doba bez ptijmu potravy je 25 minut. Pied vlastnim odbérem tito autoti doporucuji
vyplachnout tlamu vodou nebo alespon pfimét psa k napiti. V rozporu s témito zavéry je
doporuceni, které uvadéji Oberbauer et al. (2003). Tito autoii doporucuji, aby pes minimalné
15 minut pifed odbérem nepfijimal ani vodu. Pfi feSeni bakalafské prace jsem z etickych
davodu ve vSech variantach umoznila, aby psi vodu pfijimali a pied vlastnim odbérem nebyli
alespon jednu hodinu krmeni. Pro simulaci kontaminace jsem pouZila 8 riznych biologickych
kontaminantti, které se teoreticky mohou v tlamé psa nachazet. Jednalo se o soucasti potravy
(granule, suchary, ovesné vlocky, mrkev, ryze), nékterych potravnich doplnka (listy jilku),
zbytky potencialni kofisti (peti holuba) a zbytky kury lipy, které se do ustni dutiny mohou
dostat naptiklad pii aportovani. Statistickd analyza potvrdila, Ze pfidavky kontaminujicich
organickych latek prikazné ovlivnily mnozstvi extrahované DNA. Tento vysledek byl
pfedem ocekavan, zejména u kontaminaci psimi granulemi a suchary, které obsahuji mimo
jiné organické latky ZivociSného 1 rostlinného plvodu. Pfedpokladala jsem, Ze ve vétSiné
biologického materialu, pouzitého pro simulaci kontaminaci, bude pfitomna 1 cizorodd DNA.
Jedinou vyjimkou materidlu, u kterého jsem piedpoklddala minimalni mnozstvi DNA, byla
praporova cast letky holuba, ktera je tvofena keratinizovanymi strukturami, a ktra lipy,
tvofena odumielymi buiitkami. Mohu konstatovat, ze tento ptedpoklad byl potvrzen rovnéz
statisticky, protoze tento materidl nezpisobil u kontaminovanych vzorkd vys$i vytéznost

DNA oproti nekontaminované kontrole. Zajimavym zjisténi bylo hodnoceni Cistoty DNA na
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zakladé poméru absorbanci A260/A280 a A260/A230. Oba dva poméry lze pouzit pro
hodnoceni potencidlni kontaminace vzorkli proteiny (Warburg a Christian, 1942; Glasel,
1992). Z charakteristiky biologického materialu pouzitého pro simulaci kontaminaci je patrné,
7ze zejména granule a suchary obsahovaly pomémné velké mnozstvi zivociSnych proteint.
Hodnoty poméru absorbanci A260/A280 a A260/A230 vSak ve vSech variantdch pokust
odpovidaly udajim, které podle prace Wilfinger et al. (1997) charakterizuji vysoce Cistou
DNA. Analyzou rozptylu bylo rovnez potvrzeno, ze tyto parametry nebyly ovlivnény
pritomnosti kontaminanti a soucasn¢ se neliSily ani od nekontaminované kontroly. Tento
vysledek dle mého nazoru svédéi o tom, ze pouzity kit NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-
Nagel) je schopen vyborné purifikovat i vzorky, které jsou zdmérn¢ kontaminovany.

Bylo rovnéz zjisténo, ze v hodnotach poméri A260/A280 1 A260/A230 byly statisticky
prikkazné rozdily vZdy mezi jednim psem a jednou fenou. Ptes statistickou prukaznost téchto
rozdili se nedomnivam, ze by analyzovany jedinec byl dilezitym faktorem ovliviujici kvalitu
DNA. Za vyznamny vliv jedince bych mohla povazovat naptiklad takovou situaci, kdy by se
tento jedinec od ostatnich odliSovat napfiklad zanétlivym onemocnénim tstni dutiny,
poranénim bukalnich sliznic nebo zavaznym poskozenim chrupu. V téchto piipadech by se
teoreticky dalo oCekavat vyraznéjsi proteinova kontaminace odebiranych bunék. U zvirat,
které jsem pouzila v bakalatské praci, se vsak takovéto zdravotni problémy nevyskytovaly.
Proto se domnivam, Ze pfiCina nalezenych statisticky vyznamnych diferenci, vyplyva
z variability hodnot téchto parametrl, které jsou pocitany na zdklad¢ variabilné stanovenych
hodnot absorbanci. Tomuto mému nazoru odpovidd i1 posouzeni absolutnich hodnot
A260/A280 a A260/A230, které se vzdy nachazely v intervalech typickych podle Wilfinger et
al. (1997) pro vysoce Cistou DNA.

Pro ovéfeni, jestli ma pfitomnost kontaminujicich latek pfi izolaci vliv na pribéh PCR
reakce, byla zvolena metoda mikrosatelitnich markerd. Pro experimenty jsem vybrala tfi
polymorfni mikrosatelitni lokusy, které jsou lokalizovany na autozomech. Zvolila jsem lokusy
a k nim nalezité primery, které publikovali van Asch et al. (2009). Na rozdil od téchto autort,
kteti amplifikovali tyto markery v multiplex systému, jsem pouzila samostatnou amplifikaci
jednotlivych markeri. Divodem mého rozhodnuti bylo to, ze pokud by kontaminace
zpusobila vyskyt nespecifickych amplifikaci, bylo by mnohem jednodussi identifikovat jejich
pfiCinu u samostatn¢ amplifikovanych lokusti. Vysledky ziskané pii experimentech
bakalarské prace se plné shoduji s vyslovenou hypotézou, Ze navrZzené dvojice primerQ jsou
homologni pouze k sekvencim psi DNA a ze potencidlné kontaminujici cizorodd DNA

nefunguje jako templat pro naseddni pouzitych primert. Z praktického hlediska to znamena,

72



ze vSechny varianty experimentu poskytovaly naprosto stejné alelické kombinace
U hodnocenych zvitat jako variant experimentu amplifikujici nekontaminujici DNA. Tyto
vysledky dokazuji to, Ze van Asch et al. (2009) skute¢né navrhli vysoce specifické
mikrosatelitni markery. Soucasné¢ vysledky bakalaiské prace dokumentuji, Ze potencialni
kontaminace zbytky potravy nemusi vzdy negativné ovlivnit vysledky molekularnich analyz.
Jsem si védoma toho, Ze na zakladé provedenych experimenti nelze tyto vysledky zcela
zobecnit. Ale piesto se domnivam, ze pokud jsou navrzeny takové PCR markery, které jsou
vysoce specifické pro psi genom, nemusi realna kontaminace cytologického kartacku zbytky
potravy negativné ovlivnit vysledky analyzy. I pfes zkuSenosti, ziskané pfi realizaci téchto
experimentll, bych radda potencidlnim zadatelim o provedeni genetickych analyz svych pst
doporucila, aby se vzdy maximalné snaZili o omezeni potencialni kontaminace a dodrzovali
rovnéz zasady nekrmeni psa pied odbérem bukalnich bungk, tak, jak je tato procedura

doporucovana naptiklad Chang et al. (2007).
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7. ZAVER

Na molekularni analyzy je nutné v roce 2012 pohlizet nejen jako na metody vyuzivané
v zakladnim biologickém vyzkumu, ale rovnéz jako na velice uCinny nastroj diagnostiky,
ktery je vyuzivan nejen veterinarnimi lékafi, ale i samotnymi chovateli. Z literarni reSerSe
vyplyva, ze existuje Siroka sit genetickych laboratofi, které provadéji nejrizngjsi typy
genetickych testli, zalozenych na principech molekularni genetiky. Tyto testy jsou zaméteny
na stanoveni paternity a maternity, identifikace major geni zodpovédnych za nékteré
kvalitativni znaky, jako je naptiklad zbarveni srsti, identifikaci mutaci dilezitych genti, které
byvaji spojovany se vznikem ruznych dédi¢nych chorob. Vzhledem k progresivnimu rozvoji
aplikovanych metod molekularni genetiky se domnivam, Zze spektrum provadénych
molekularnich analyz se bude neustdle rozsifovat. Z téchto diivodii jsem si pro bakalatskou
praci zvolila téma zamétfené na prvotni krok, ktery je nezbytny k naslednym genetickym
analyzam. Timto krokem méam na mysli ziskdni kvalitni nekontaminované genomické DNA
pst, ktera bude zarukou uspésné aplikace riznych typt genetickych markert.

Vysledky, které jsem béhem fesSeni prace ziskala, mohu shrnout do nasledujicich bodi:

e Odbér bunck bukalnich sliznic povazuji za neinvazivni metodu ziskani
biologického materidlu, ktery je bez problému proveditelny chovatelem. Pomoci
cytologického kartacku bylo ziskano dostate¢né mnozstvi biologického materialu,
bez ohledu na velikost hodnoceného plemene. Pii odbéru bunék bukalnich sliznic
je nutné brat v potaz i povahu a socializaci psa, protoze jeho chovani béhem
odbéru miiZze ovlivnit mnozstvi odebranych bunék a tim i vysledné mnozstvi DNA.

e Statisticky bylo prokdzano, ze na hladiné vyznamnosti a = 0,05 byly zjiStény
vyznamné rozdily ve vytéZnosti DNA mezi hodnocenymi plemeny. Statisticka
analyza vSak neprokazala, Ze hodnoty poméri absorbanci A260/A280 a
A260/A230 se statisticky vyznamné 1i§i mezi jednotlivymi plemeny.

e Byla vyslovena hypotéza, ze kromé¢ velikosti tlamy mutze byt dilezitym faktorem,
ktery vede k variabilité¢ vytéZnosti DNA, rovnéz i1 povaha respektive schopnost
hodnoceného jedince snaset diikladny stér bukalnich bunék.

e Na zékladé modelového experimentu zaméteného na opakovany odbér bunék
bukalnich sliznic z jednoho jedince byla prokazana velice tésna linedrni zavislost
mnozstvi izolované DNA na vicendsobné opakovaném odbéru bunék. Pfesto mohu

konstatovat, Ze 1 vicendsobné¢ opakované odbery bunck zajistily dostatecné
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mnozstvi genetického materialu, ze kterého byla izolovana DNA upotiebitelnd pro
velké mnozstvi PCR analyz.

e Experimentdln¢ bylo prokdzano, ze pfi transportu nebo skladovéni vlhkych
kartackl dochdzi k vyrazné degradaci extrahované DNA. Tyto zavéry byly
potvrzeny nejen na zaklad¢ statistického hodnoceni zpracovaného na hladiné
vyznamnosti o = 0,05, alerovnéZ na =zakladé elektroforetické analyzy.
Elektroforetickym testem bylo potvrzeno, Ze pii skladovani vlhkych kartackt
dochazi k fragmentaci DNA.

e Modelovy experiment simulujici kontaminaci cytologickych kartackti zbytky
potravy, které se mohou nachéazet v tlamé psa, prokézal, ze pouzity izolacni kit
NucleoSpin® Tissue XS (Macherey-Nagel) dokazal dukladné purifikovat
izolovanou DNA. Bylo prokazano, ze na hladin¢ vyznamnosti o = 0,05 nebyly
zjistény statisticky vyznamné rozdily v pomérech absorbanci A260/A280 a
A260/A230 mezi variantami kontaminujicich organickych latek a kontrolni
nekontaminovanou variantou.

o Statisticky bylo dale prokazano, ze na hladiné vyznamnosti o = 0,05 nékteré
kontaminujici latky statisticky vyznamné zvySily mnozstvi extrahované DNA
oproti nekontaminované kontrole. Vy$$i mnozstvi DNA oproti kontrole bylo
zjisténo pii kontaminaci cytologickych kartackd granulemi Hill's Canine Adult
Large Breed Chicken a suchary Pedigree Biscrok.

e Experimentalné bylo potvrzeno, Ze trojice primert, pouzitych pro amplifikaci alel
mikrosatelitnich lokustt FH2004, FH3210 a FH3241, jsou vysoce specifické. To
znamena, ze ani u vzorkd, u kterych byl pfedpokladan vyskyt kontaminujici DNA,
pochazejici z jednotlivych variant experimentu, nebyl ani v jednom piipad¢ zjistén
vyskyt nespecifickych amplifikaci. Amplifikované alely vSech vyse uvedenych
lokusti vzdy odpovidaly vysledkiim ziskanych u nekontaminované kontroly.

V zavéru prace bych méla pro chovatele nebo majitele pst, ktefi uvazuji o genetickych
analyzach, nasledujici doporuceni, tykajici se odbéru a dalSiho zpracovani biologického
materidlu. Prestoze v mé praci byly podany diikazy o tom, Ze 1 pomérn¢ velkd zamérna
kontaminace vzorkd neovlivnila vysledky genotypizace, rozhodné nemohu chovatelim
doporucit, aby na tyto vysledky spoléhali, protoze se tykaly pouze konkrétnich

mikrosatelitnich markert. Pro ziskani reprodukovatelnych vysledkli majitelim psa
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jednoznaéné doporucuji maximdalné eliminovat kontaminace a soucasné¢ vzdy ke

genetickym analyzam zasilat dikladné vysusené cytologické kartacky.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BD

BM
BOC
bp
BRT
BSP
CCD
CSv
CTAB
ddH,0
DNA
dsDNA
FCI
JKD
JSD
LD
MtDNA
PCR
PVPP
RR
SNP
sSDNA

SSR

bearded kolie

bulmastif

border kolie

base pairs, pocet part bazi v molekule nukleové kyseliny

border teriér

bernsky salasnicky pes

charge-coupled device, zafizeni s vazanymi naboji, specialné upravena kamera
ceskoslovensky vicak

cetyltrimethylammonium bromid

double distilled water, dvakrat deionizovana voda
deoxyribonukleotidové kyselina

double-stranded DNA, dvouietézcovda DNA

Fédération Cynologique Internationale, Mezinarodni kynologicka federace
jezevcik kralici dlouhosrsty

jezev¢ik standardni dlouhosrsty

linkage disequilibrium, vazebna nerovnovaha

mitochondridlni DNA

polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
polyvinylpolypyrrolidon

rhodesky ridgeback

single nucleotide polymorphism, jednonukleotidovy polymorfismus
single-stranded DNA, jednotetézcova DNA

simple sequence repeat, opakujici se sekvence DNA, mikrosatelit
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10. PRILOHY

Priloha 1: Fotodokumentace nékterych psii pouzitych pro experimenty

(Ceskoslovensky vl¢ak a rhodesky ridgeback)




Priloha 2: Pufry a roztoky pouzité pri gelové elektroforéze

® nanaseci pufr NP (Sambrook et al., 1989)
e 0,25 % bromfenolové modti — sodna stl (Serva, SRN)
e 0,25 % xylencyanolové modfi FF (Sigma, USA)
e 15,0 % ficolu (Sigma, USA)
e vse se rozpusti ve sterilni ddH,0

e uchovava se pii 4°C

10xTBE pufr (Sambrook et al., 1989)
e 450 mM Tris-kyselina borita (Sigma, USA), pH 8,0
e 10 mM EDTA (Sigma, USA)

e uchovava se pii 4°C

IXTBE pufr (SAMBROOK et al., 1989)
e nafedi se 10XTBE pufr 1x deionizovanou H,O

e uchovava se pii 4°C

Zasobni roztok ethidium bromidu (SAMBROOK et al., 1989)
e 10 mg ethidium bromidu (Sigma, USA)
e | ml sterilni ddH,O
e pii pfipravé a manipulaci se musi pracovat v ochrannych rukavicich

e uchovava se ve tmé pfi teploté 4°C

Elektrodovy pufr
e 1500 ml 1xTBE
e 75 ul zasobniho roztoku ethidium bromidu
e pfi pfipravé a manipulaci se musi pracovat v ochrannych rukavicich

e pufr je ur€en pro okamzité pouziti
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