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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva detekci onemocnéni anomadlie oka (CEA)
u ovCackych plemen. CEA je vrozené dédicné ocni onemocnéni, jehoz hlavnimi
projevy jsou hypoplazie cévnatky a roz$tép optického disku. Onemocnéni nelze
vylécit a casto se objevuji pridruzené komplikace jako odchlipeni sitnice nebo
nitroo¢ni krvaceni. Za rozvojem této anomalie stoji delece 7,8 kb oblasti v intronu 4
genu NHEJ1.

Cilem prace byla optimalizace metod PCR a real-time PCR pro detekci kauzalni
mutace CEA a nasledny screening vzorkti DNA pochazejicich od pst ovcackych
plemen. VySetiovany soubor byl tvoien 138 vzorky DNA od jedincti plemen border
kolie, kratkosrsta kolie, dlouhosrsta kolie, sheltie, australsky ov¢ak a némecky ovéak.
Biologicky material byl ziskan stérem bukalni sliznice. Ob& pouzité metody poskytly
stejné vysledky genotypi vySetfovanych jedincl. Screening vzorki potvrdil nejvetsi
vyskyt jedinct postizenych CEA u plemen dlouhosrsta kolie (91 %) a sheltie (23 %).
Nejmensi vyskyt recesivnich homozygott (4 %) byl zjistén u plemene border kolie.

U ostatnich plemen nebyl detekovan zadny jedinec postizeny CEA.

Klic¢ova slova: ovcacky pes, CEA, NHEJ1, PCR



Abstract

This thesis deals with the detection of Collie Eye Anomaly (CEA) in Shepherd
breeds. CEA is a congenital hereditary eye disease whose main manifestations are
choroidal hypoplasia and coloboma of the optic nerve. This disease is incurable and
complications such as retinal detachment or intraocular bleeding are often associated
with it. The development of this anomaly is caused by a deletion of the 7.8 kb region
in intron 4 of the NHEJ1 gene.

The aim of this thesis is to optimize PCR and real-time PCR methods for the
detection of CEA causal mutation and subsequent screening of DNA samples from
Shepherd breeds dogs. The investigated group consisted of 138 DNA samples
collected from individuals of the Border Collie, Smooth Collie, Rough Collie,
Sheltie, Australian Shepherd and German Shepherd breeds. Biological materials
were obtained via buccal swab. Both examined methods yielded the same results
with regards to the subjects’ genotypes. The screening of samples confirmed the
findings of previous research, that the highest incidence of CEA occurs in Rough
Collie (91%) and Sheltie (23%) breeds, respectively. The lowest incidence of
recessive homozygotes (4%) was found in the Border Collie breed. Among other

breeds, no dogs affected by CEA were detected.

Keywords: Shepherd Dog, CEA, NHEJ1, PCR
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Uvod

Psi mohou byt postizeni rtiznymi vrozenymi abnormalitami oka, které jsou bud’
dédi¢né nebo ziskané. Vrozené dédicné defekty zahrnuji velké mnozstvi ocnich
patologii a jejich vyskyt zavisi na genetické vybavé potomki zdédéné od rodici.
Tyto poruchy jsou pfitomny jiz od narozeni, ale piiznaky se mohou projevit
Vv pozd¢jsim veéku jedince.

Jednotlivé dédicné poruchy Casto postihuji konkrétni plemena psii, a prave tak je
tomu u onemocnéni anomalic oka u kolii (CEA). Anomalie postihuje ovcacka
plemena pst, zejména kratkosrsté kolie, dlouhosrsté kolie, border kolie, sheltie
a australské ovcaky, nicméné vyskyt u dalSich plemen je jiz také potvrzeny.

CEA je vrozené dédicné o¢ni onemocnéni. Hlavnimi projevy jsou choroidalni
hypoplazie (hypoplazie cévnatky) a kolobom (rozstép) optického disku. Tyto projevy
se mohou vyskytovat souCasné¢ a Casto je doprovazi dalsi defekty, kterymi jsou
odchlipeni sitnice nebo nitroo¢ni krvaceni. U jedincti postizenych CEA je ptfitomna
mutace genu, ktera ma vliv na spravny vyvoj oka, konkrétné cév vyzivujicich sitnici.
Kauzalni mutaci pro CEA je delece v intronu 4 genu NHEJL.

Diky identifikaci mutaci, které jsou pticinou dédi¢nych onemocnéni, roste pocet
dostupnych  genetickych testli. Testovani CEA je dilezité u jedinct
predisponovanych plemen, aby se zabranilo Sifeni onemocnéni do dalSich generaci.
Oftalmologické vysetieni odhali pouze jedince postizené CEA, pienaseci zistavaji
skryti, proto nejspolehlivéjsi metodou pro diagnostiku jsou DNA testy.

Tato diplomova prace je zaméfena na detekci mutace genu NHEJ1 pomoci

molekularné genetické metody PCR a jeji modifikace real-time PCR.




1 Literarni prehled

1.1 CEA
Anomalie oka u kolii (Collie Eye Anomaly, CEA) je vrozena dédi¢na porucha u psi,
ktera zptsobuje abnormalni vyvoj cévnatky oka (Yakely a kol., 1968). CEA je velmi
heterogenni onemocnéni s variabilitou v klinickych projevech a jejich zavaznostech.
Dvéma hlavnimi oftalmoskopickymi zménami jsou choroiddlni hypoplazie
a kolobom optického disku nebo pfilehlych oblasti. Tato porucha muize byt dale
komplikovana odchlipenim sitnice a nitroocnim krvacenim. Postizeni je ve vétSing
ptipadi nesymetrické, zasahuje ob& oci, avSak srlznou zavaznosti projevu na
kazdém oku. Mira poskozeni zraku koresponduje se zavaznosti onemocnéni, kdy
mize dojit az ke ztraté¢ zraku (Abarca, 2019). CEA neni vazana na pohlavi
a frekvence onemocnéni nesouvisi s barvou srsti, typem srsti nebo pfitomnosti genu
pro merle zbarveni, ktery ovliviiuje pigment na pokozce a vytvari barevné skvrny na
srsti (Gelatt, 2014).

Dédicné formy onemocnéni o¢i jsou pravdépodobné nejlépe popsana
a charakterizovand onemocnéni u pst na klinické a molekularni Urovni
(Mellersh, 2014). CEA byla intenzivné studovana u dlouhosrstych a kratkosrstych
kolii na konci 60. let 20. stoleti, coz vedlo k peclivému popisu klinického fenotypu,
dédicnosti a histopatogeneze onemocnéni (Roberts, 1969). Wallin-Hakanson a kol.
(2000a) ve své studii zpochybnili recesivni zptisob dédi¢nosti a jejich vysledky vedly
k zavéru, Ze se jedna spise o polygenni typ dédi¢nosti vzhledem k ptitomnosti vice
defektd a zmén u CEA syndromu. Choroidalni hypoplazie, ozna¢ovana jako primarni
CEA fenotyp, predstavuje mirngjsi formu onemocnéni a je povazovana za
autozomalné recesivni znak. Extrémné vysoky vyskyt CEA u ur¢itych plemen
spojeny S variabilni expresi fenotypu a dikazy o neuplné penetranci v nékterych
populacich vsak zakryl skute¢ny zptisob dédi¢nosti onemocnéni. Segregacni studie
v Cistokrevnych populacich ukazaly, Ze penetrance primarniho CEA fenotypu
U homozygotli je mensi nez 100 % (neuplnd penetrance). Také byla pozorovana
castecna penetrance u nékterych heterozygotii. Z toho vyplyva, ze ¢ast heterozygotl
muze exprimovat postizeny fenotyp (Lowe a kol., 2003).

CEA je zpisobena deleci v genu NHEJ1 (Non-Homologous End-Joining
factor 1). Deletovana oblast genu pravdépodobné nese transkripcni faktory, které

jsou nezbytné pro embryondlni vyvoj postizené casti oka. Dosud vSak neexistuje
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zadna studie zaméfend na embryondlni nebo postnatdlni expresi urcitych proteini,

Onemocnéni bylo popsano u psit ovcackych plemen, nejcastéji u kolii
(dlouhosrsta kolie, kratkosrstad kolie, border kolie). Dalsimi plemeny, u kterych se
mize tato anomalie vyskytnout, jsou sheltie, australsky ovc¢ak, dlouhosrsty vipet,
lancashirsky pataf, kanadsky retrivr, némecky ovcak, beagle, australskd kelpie,
hokkaido-ken a boykin Spanél. CEA muze ziejmé postihovat vice plemen, ale
onemocnéni u dalSich nebylo zatim prokazano (Mizukami a kol.,, 2012;
Kucharczyk a kol., 2019).

1.1.1 Historie onemocnéni

Anomalii oka u kolii poprvé popsal v roce 1953 W. Magrane. Nazev vznikl podle
plemene, které byva touto poruchou nejcastéji postizeno (Magrane, 1953). V dalsich
letech bylo zjisténo, Ze onemocnéni se objevuje i u jinych plemen a nadzev mize byt
zavadgjici. Byla navrZena alternativa ,,congenital posterior segment anomaly®, avSak
nazev zistal nezménén a dodnes se pouziva termin CEA (Bedford, 1998).

V roce 1969 bylo provedeno pokusné kiizeni zdravého psa a feny postizené
CEA. Z 12 vrht vzeslo 78 potomku, z nichz bylo 60 % postizenych CEA. Tento
pokus potvrdil genetické zalozeni této anomalie a jeji pfenos na potomstvo (Roberts,
1969).

Vyskyt anomalie u kolii byl podle prizkumu ve Spojenych statech kolem 80 %
(Donovan a Wyman, 1965). Béhem n¢kolika let prevalence klesla na 59 % diky
vybérovému chovu psi (Gelatt, 2014). Zaznamenan byl vyskyt v Norsku 41 %
(Bjerkas, 1991), v Rakousku 13 % (Holzhacker, 1988) a ve Svycarsku 32 %
(Kellner a Leon, 1985). Podle pozdé&jsiho prizkumu Walser-Reinhardt a kol. (2009)

byla incidence ve Svycarsku 40 %.

1.1.2 Klinické pfiznaky

CEA jako vrozeny o¢ni syndrom zahrnuje poskozeni zevni vazivové a stfedni
cévnaté vrstvy o¢ni koule. Za patogenezi onemocnéni je povazovana abnormalni
mezodermalni diferenciace, jez vede k defektim bélimy, cévnatky, optického disku
a sitnice. Hlavnim znakem CEA je choroidalni hypoplazie, ktera mtze, ¢i nemusi byt
doprovazena zjevnymi defekty sitnice, bélimy nebo kolobomy. Klinické nalezy
u postizenych jedinc mohou byt velmi riiznorodé. V jednom vrhu se ¢asto vyskytuji

velké rozdily v zavaznosti postizeni (Gelatt, 2014). Pro popis projevii CEA je




dulezita znalost anatomické stavby oka (obrazek 1.1), ktera je téméft stejna u vSech

savcu.

Bélima
- Cévnatka
Sitnice

Rasnaté téleso

a jeho sval
Zavésne vazy
Socky

Duhovka

Zacatek
zrakového
nervu na
otnim

Rohovka pozadi

Pfedni
oéni
komora
Zadni
oénl
komora

Zrakovy nerv

Obrazek 1.1 Stavba oka (Reece, 2010)

Oc¢ni koule se sklada ze tii vrstev:

e tunica fibrosa — vazivovy obal, ktery je tvofen rohovkou a bélimou;

e tunica vasculosa — cévni vrstva, ktera se sklada z cévnatky, fasnatého

télesa a duhovky;

e tunica nervosa — vnitfni vrstva, kterou tvofi sitnice.
Rohovka je prihledna piedni ¢ast o¢niho bulbu a skrze ni vstupuje svétlo do nitra
o¢ni koule. Stroma rohovky tvofi pravidelné uspofaddana vlakna kolagenu. Rohovka
je bohaté inervovana a neni zasobena krvi (Reece, 2010).

Bélima je tvofena siti kolagenovych vlaken, ktera podporuji tvar oka. Mezi
kolagenovymi vlakny jsou rozptylena elastickd vldkna, jez pomahaji odolavat
nitroo¢nimu tlaku. Bélima udrzuje optimalni nitroo¢ni tlak vypousténim komorové
vody, kterd vypliuje prostor mezi rohovkou a ¢ockou. Zvyseni nitroocniho tlaku
muZe zpisobit glaukom.

Cévnatka je pigmentovana a vysoce vaskularizovand vrstva, ktera zajiStuje
pfisun zivin do sitnice. Souc¢asti cévnatky je oblast nazyvana tapetum lucidum. Nad
touto oblasti je sitnice obvykle bez pigmentu. Diky tomu se mize svétlo odrazet zpét
do sitnice, coz zlepSuje nocni vidéni. Tapetum lucidum ma u psa vyrazné zelenou

barvu (Liebich a Konig, 2004).
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Duhovka vychdzi zftasnatého télesa a zakryva predni povrch Cocky kromé
oblasti, kde se nachazi zornice. Funkce duhovky spoc¢iva v kontrole mnozstvi svétla
vstupujiciho do oka prostfednictvim zornice. Kolagenova vlakna jsou schopna se
maximalni stimulaci fotoreceptori, zejména tyCinek (Gelatt, 2014).

Sitnice je vnitini svétlocivna vrstva oka, ktera je rozdélena na fotosensitivni Cast
(pars optica) a slepou Cast (pars caeca). Sitnici tvofi deset vrstev:

e pigmentovy epitel,

e tycinky a Cipky (fotoreceptory),

e zevni limitujici membrana,

e zevni jaderna membrana,

e zevni plexiformni vrstva,

e vnitini jadernd vrstva

e vnitini plexiformni vrstva,

e vrstva gangliovych bunék,

e vrstva nervovych vlaken,

e vnitini limitujici membrana.
Ty¢inky v sitnici zvifat zprosttedkovavaji Cernobilé vidéni, jsou velmi citlivé na
svétlo a dulezité pro no¢ni vidéni. Cipky predstavuji fotoreceptory pro barevné
vidéni a uplatiuji se pfi vidéni ve dne. Cést sitnice, ktera je pozorovana pii
oftalmologickém vySetfeni, se nazyva o¢ni pozadi (Reece, 2010)

Opticky (zrakovy) nerv mé u psa primér piiblizné 2 mm. Je tvofen axony
bipolarnich a multipolarnich neuront z gangliové vrstvy sitnice. Sit' axonil se
shromaZzd’uje v oblasti zvané opticky disk a prochézi cévnatkou a bélimou do ocnice.
Poté pokracuje az do mozkové kiry, kde dochazi ke konecnému zpracovani
vizualnich podnétt (Liebich a Konig, 2004; Samuelson, 2013)

Ctyfi hlavni projevy zahrnuté do CEA syndromu jsou:

e choroidalni hypoplazie,
e kolobom,
e odchlipenti sitnice,
e nitroo¢ni krvaceni (Gelatt, 2014).
Cévnatka je vrstva oka uloZend mezi sitnici a bélimou. U CEA dochazi v prib¢hu

embryonalniho vyvoje k hypoplazii cévnatky, tzn. chybnému utvéafeni. Vzniké tak
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bleda, ztencena oblast v blizkosti optického disku. Dochazi k ubytku pigmentu
Vv sitnici a cévnatce. Také miize chybét ¢ast tapetum lucidum, coz je reflexni vrstva
cévnatky. Choroidalni hypoplazie (obrazek 1.2) se vyznacuje sniZenou hustotou
arozsifenim cév V postizené oblasti cévnatky. U Sténat ve véku 4-5 tydnt lze
pozorovat mirné stupné hypoplazie jako malé poruchy pigmentace V blizkosti
optického disku (Abarca, 2019). Do 3 mésict veéku $ténéte se zméni barva vrstvy
tapetum lucidum z modré na Zlutozelenou a vétsi mnozstvi pigmentu piekryje
chorobné zmény na cévnatce. Tento fenomén se nazyva ,,go normal* a znemozni tak
diagnostikovat CEA u starsich sténat (Walser-Reinhardt a kol., 2009). Diagnostika
muze byt také obtizna u pst se zbarvenim merle, ktefi maji svétlejsi ocni pozadi
(Samuelson, 2013). Jedinci, u kterych se projevuje pouze choroidalni hypoplazie,
nemaji zadné poruchy zraku, ale piesto by se neméli pouzivat k chovu, aby se
zamezilo pfenosu mutované alely do dalSich generaci. Nicmén¢ chovatelé casto

uchovnuji i tyto psy (Wallin-Hakanson a kol., 2000b).

Obrazek 1.2 Choroidalni hypoplazie (Dziezyc a Millichamp, 2004)
Kolobom (obrazek 1.3) je absence normalni o¢ni tkané a vznika jako vysledek
nedokonalého uzavéru oc¢ni Stérbiny béhem embryonalniho vyvoje. Mlze zasdhnout
o¢ni vicko, bélimu, sitnici, hlavu optického nervu nebo celou peripapilarni oblast
(Maggs a kol., 2013; Abarca, 2019). Na optickém disku jsou patrné papilarni 1éze,
které se jevi jako Sedé nebo rizové prohlubné s riiznou velikosti. Velké kolobomy
mohou vazn¢ naruSit oblast optického disku, ktery je casto deformovany
a naklonény. Psi s kolobomem hlavy optického nervu byvaji nejvice postiZeni a hrozi
u nich odchlipeni sitnice a slepota. VétSina postizenych kolii ma také choroidalni
hypoplazii. U plemen sheltie a némecky ov¢ak je mozné pozorovat kolobomy bez

choroidalni hypoplazie (Samuelson, 2013; Brown a kol., 2018).
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Obrazek 1.3 Kolobom hlavy optického nervu (Dziezyc a Millichamp, 2004)

Odchlipeni sitnice (obrazek 1.4) se vyskytuje u 5-10 % kolii s CEA. Nejcast&ji
postihuje jedno oko, ale sporadicky se muze projevit jako bilateralni (Gelatt, 2014).
Odchlipeni muze byt ¢astecné, sousedici s kolobomem, vétsinou vsak jde o Uplné
odchlipeni s retinalni dialyzou (trhlina v sitnici). Nejcastéji je diagnostikovano
u Sténat, ale mize se rozvinout i u starSich psi. Velké kolomoby optického disku
jsou predispozici k odchlipeni sitnice. Tento projev je obvykle odhalen pfi prvnim
vySetieni v 6.—7. tydnu v€ku, nebo pozdéji jako nasledek komplikace CEA (béhem
prvnich 2-3 let Zivota). Pokud pes netrpi odchlipenim sitnice, je CEA ve vét$iné
piipadi asymptomaticka. To je nepochybné divod, pro¢ se onemocnéni stalo tak
rozSifenym (Abarca, 2019). Lécba odchlipeni sitnice dosahla v poslednich letech
vyznamného pokroku. Veterinarni oftalmolog muze provést laserovou operaci, kdy

dojde k zaceleni a ptipojeni sitnice k ostatnim vrstvam oka (Gelatt a Plummer, 2017).

Obrazek 1.4 Odchlipeni sitnice (Dziezyc a Millichamp, 2004)
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Hyféma neboli krvaceni do pfedni o¢ni komory lze pozorovat u malého procenta
jedincti postizenych CEA. Za predisponujici faktory jsou povazovany kolobomy
a odchlipeni sitnice. Béhem embryonalniho vyvoje oka je arteria hyaloidea hlavni
tepnou, ktera zasobuje zivinami ¢oc¢ku a sitnici. Pokud nedojde k regresi jeji distalni
¢asti, vznikd persistujici arteria hyaloidea. Tato struktura mize prasknout a nasledné
dochdzi ke krvaceni do cocky, sklivce a predni o¢ni komory. Hyféma miize zptsobit
zvySeni nitroo¢niho tlaku a rozvoj glaukomu (Telle a Betbeze, 2015).

Dalsim znakem piitomnym u CEA je téméf vzdy zvysSena tortuozita (zaktiveni)
cév sitnice (obrazek 1.5). Tato cévni anomalie mize byt v§ak nalezena také u kolii
prostych CEA a u psu jinych plemen, proto se obvykle nepovazuje za klinicky
symptom CEA. Pfesto by se tomuto projevu meéla vénovat zvySend pozornost

u plemen predisponovanych k CEA (Barrie a kol., 1981).

Obrazek 1.5 Zvysena tortuozita cév sitnice (Dziezyc a Millichamp, 2004)

1.1.3 Oftalmologické vySetieni

Diagnostika CEA je zaloZena na oftalmologickém vySetfeni o¢niho pozadi. U Sténat
mladSich nez 2 tydny neni mozné vysSetfit oni pozadi, protoze o¢ni vicka jsou jeste
zarostld a rohovka neni dostatetn¢ ¢ird. V 7.—-8. tydnu véku psa je dokoncena
diferenciace sitnice, o¢ni vicka jsou oteviena a je nejvhodnéjsi doba k provedeni
oftalmologického vysetfeni (Narfstrom a Petersen-Jones, 2013).

Ve veterinarni oftalmologii se vyuziva piima (obrazek 1.6) a nepiima
(obrazek 1.7) oftalmoskopie. VySetieni se provadi v zatemnéné mistnosti s pouzitim
mydriatik, které vyvolavaji rozSiteni zornice. Pfima oftalmoskopie poskytuje malé
zorné pole s vetsSim zvétSenim, obraz je skutecny a nepievradceny. Pouziva se
zejména k vySetfeni oblasti hlavy optického nervu. Toto vySetfeni neni dostatecné,

aproto se pouziva také nepiimd oftalmoskopie, ktera vyuziva binokuldrni
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oftalmoskop. Umoziuje podrobngjsi vySetieni o¢niho pozadi za kratsi dobu, lze
hodnotit zmény povrchu sitnice, odchlipeni sitnice, kolobomy a edém papily
zrakového nervu (Mould, 2002; Gelatt, 2014). VySetfeni provadi 1ékai oftalmolog,
ktery ma na hlavé nasazeny oftalmoskop a pfed okem vySetfovaného jedince drzi
cocku +14 az +30 dioptrii (Dietrich, 2019). Nepitima metoda poskytuje skutecny,
pfevraceny obraz s menSim zvétSenim, ale mnohem vétSim zornym polem
(Mould, 2002). Oftalmologické vySetfeni vSak odhali pouze postizené jedince,

nikoliv pifenaSece (Parker a kol., 2007).

-

Obrazek 1.7 Nepiima oftalmoskopie (Eyevetsouthsound.com, © 2015)

1.2 Genetické metody detekce CEA

Heterozygotni pienaSeCi zustavaji skryti, protoze anomalie oka jsou dédény jako
recesivni znaky. Pravé proto jsou DNA testy nejvhodnéjsi diagnostickou metodou
pro dédicna onemocnéni jako CEA (Parker a kol., 2007). DNA testy mohou byt
provedeny v jakémkoliv véku a prioritou pro jejich vyvinuti je identifikace kauzalni
mutace genu, ktera zpusobuje dané onemocnéni (Petersen-Jones, 2001). Lowe a kol.

(2003) lokalizovali pomoci komparativniho mapovani genomu 3,9 cM oblast na
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37. chromozomu spojenou s choroidalni hypoplazii. Pozd¢ji byly techniky jemného
mapovani pouzity k identifikaci CEA lokusu v genu NHEJ1 (Parker a kol., 2007).
Gen NHEJ1 ma dulezitou funkci v opravach zlomiu dsDNA. Proces funguje na
principu znovuspojeni DNA fetézcli a neni zavisly na dostupnosti homologniho
fetézce DNA (O’Driscoll, 2012).

Mutace asociovana S CEA byla popsana jako homozygotni delece 7,8 kb
v intronu 4 genu NHEJ1, coz umoziuje detekci heterozygotu i homozygotti pomoci
PCR metod. Parker a kol. (2007) pouzili dva pary primerd (obrazek 1.8), které

umoznuji identifikaci chromozomu s deleci a bez delece.

67 kb
_-/)i\\
NHEJ1-1 NHEJ1-2 r R =
* *

7.8 kb

Obrazek 1.8 A) Schéma genu NHEJ1: SNPs oznacené * a 67 kb intron 4. B) Bliz§i znazornéni
oblasti delece (7,8 kb) asociované s CEA, primery F17 a R17 pro amplifikaci divoké alely, F20 a R23
pro amplifikaci mutované alely (Parker a kol., 2007).

Oblast intronické delece zahrnuje n¢kolik konzervovanych sekvenci, zejména 124 bp
usek. Tento Usek je vysoce konzervovany mezi savéimi genomy a obsahuje vazebna
mista pro mnoho regulacnich proteinti. Absence téchto proteind je pravdépodobné
zodpovédna za rozvoj CEA (Palanova, 2016). V roce 2005 firma OptiGen, ktera se
specializuje na testovani dédi¢nych forem onemocnéni oci, predstavila komercni test
pro detekci postizeného CEA genotypu (Bauer a kol., 2015).
V souvislosti s CEA jsou pozorovany tfi genotypy:
e AA (dominantni homozygot) — zdravy jedinec, u kterého se nenachazi
poskozena forma genu,
e Aa (heterozygot) — prenase¢, ktery zdédil jednu poskozenou alelu;
e aa (recesivni homozygot) — postizeny jedinec, ktery zdédil poskozenou
alelu od obou rodict.
Kiizenim dvou zdravych jedincti vznikne 100 % zdravych potomki, kiizenim

zdravého jedince s prenasecem bude 50 % potomki zdravych a 50 % pienasecii, po
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zkiizeni dvou postizenych jedincti bude 100 % potomkil postizeno CEA a zkiizenim
dvou ptenasect vznikne 25 % potomk zdravych, 50 % ptenaSect a 25 % potomku
postizenych CEA (Schneiderova, 2019).

Vyhodnoceni vysledkit DNA testi ma nékolik variant zapisu. Laboratof
Genomia uvadi pro zdravého homozygota oznaceni N/N (negativni/negativni), pro
heterozygotniho pfenase¢e N/P (negativni/pozitivni) a pro postizeného homozygota
P/P (pozitivni/pozitivni) (Genomia.cz, © 2008-2021). Zahrani¢ni laboratoi Laboklin
pouziva oznaCeni N/N pro zdravého homozygota, N/CEA pro heterozygota
a CEA/CEA pro postizeného homozygota (Laboklin.com, © 2007). Dalsi pouzivané
oznateni je +/+ pro zdravého homozygota, +/— pro heterozygota a —/— pro

postizeného homozygota.

121 PCR
V oblasti molekularné biologickych technik bylo uc¢inéno mnoho klicovych objevil,
nicméné nejvetsi piinos pro rozvoj molekuldrni biologie méla prave polymerazova
fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction, PCR). Jednim zduavodu je
jednoduchost reakce a relativné snadné praktické provedeni. PCR patii mezi prvni
metody pouzité k analyze DNA (Walker a Rapley, 2009). Metoda probiha jako
in vitro amplifikace genomové DNA bez klonovéani ve vektorech (Smarda a kol.,
2005). Byla zavedena v roce 1983 Kary Mullisem (Mullis, 1990). PCR je schopna
pracovat s nepatrnym mnozstvim DNA a amplifikovat ho na takové mnozZstvi, které
je mozné analyzovat (Clark a kol., 2019). Principem metody je replikace nukleovych
kyselin, jez je jednim ze zakladnich procest v zivych organismech. Podstatou PCR je
zmnozeni ur¢itého useku DNA, ktery je vymezen dvéma primery vazajicimi se na
protilehlé fetézce DNA. Syntéza novych vlaken DNA probiha cyklicky a zajist'uje ji
enzym DNA polymerdza ve sméru 5'—3' (Smarda a kol., 2005). Kazdi nové
syntetizovand DNA se stane templatem pro dal§i DNA, tak vznika fetézova reakce
a DNA kopie se tvori exponencialné. Reakce probiha v termocykleru, ktery dokaze
rychle a piesné ménit teplotu podle nastaveného programu (Clark a kol., 2019).
PCR vyzaduje ptitomnost urcitych slozek v reakéni smési:

a. templatova DNA,

b. oligonukleotidové primery (forward a reverse),

c. volné deoxynukleotidy,

d. termostabilni DNA polymeraza (Taq polymeraza),
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e. Mg?" ionty a reakéni pufr (Weier a Gray, 1988).
Pro uspésné provedeni PCR je zdsadnim krokem navrzeni vhodnych primert, které
by mély spliovat tyto podminky:

1. délka 15-30 bazi,

2. optimalni obsah GC part 40-60 %,

3. podobna teplota tani obou primert (rozdil maximalné 5 °C),

4. absence komplementarnich sekvenci v primerech — nesmi na sebe

vzajemn¢ nasedat a tvofit dimery,
5. absence vnitfnich sekundarnich  struktur — nesmi dochézet
k self-annealingu a vzniku vlasenek (Lorenz, 2012).
Pied provedenim PCR je nejprve nutné izolovat DNA, ktera obsahuje pozadovanou
cilovou sekvenci. Na za¢atku reakce dojde k pocateéni denaturaci, poté probihaji ve
25-40 cyklech 3 hlavni kroky s pfesné definovanymi Casovymi a teplotnimi
podminkami. Prvnim krokem je denaturace templatové DNA, zahtati na teplotu
ptiblizné 94 °C, kdy se dvouvldknova DNA rozplete. V tuto chvili je fragment, ktery
ma byt amplifikovan, dostupny pro primery. Ty se mohou navdzat na templat
a vymezi tak uréitou sekvenci (Walker a Rapley, 2009; Joshi a Deshpande, 2011).
Tento druhy krok se nazyva annealing — nasedani primerti. Teplota annealingu by
méla byt o nékolik stupiii nizsi nez teplota tani primert, obvykle 40-60 °C, doba
zavisi na délce primert (Clark a kol., 2019). Ttetim krokem je elongace, kdy probiha
syntéza DNA pomoci termostabilni DNA polymerazy pii 72 °C, cas je ovlivnén
vyslednou velikosti amplikond. Na zavér reakce (po poslednim cyklu) jsou vzorky
inkubovany pifi 72 °C 5-15 minut kvili dosyntetizovani nedokonc¢enych PCR
produktl. Tato faze se nazyva finalni elongace. Poté je reakéni smés zchlazena na
4 °C a nasleduje vizualizace amplikont (Joshi a Deshpande, 2011; Lorenz, 2012).
PCR mé v dneSni dobé diky svym benefitim velmi Siroké vyuZiti. Nasla

uplatnéni ve vSech oblastech molekularni biologie a biotechnologie, jako napiiklad
pfi vzniku transgennich rostlin a Zivo€ichi, v lékarské diagnostice, genové terapii,
forenzni v&€dé nebo environmentalni analyze. Také byla modifikovéana pro stanoveni
mnozstvi mRNA nalezené v riiznych tkanich a organismech, coz umoziuje
nahlédnout do bunééného prostiedi a studovat expresi riznych gent (Clark a kol.,
2019). Pouziva se napiiklad pro zmnozeni tseku DNA (genu), kde jako templat
mize slouzit DNA i RNA (cDNA). K detekcei specifické mutace, patogenu, virové

infekce vranném stadiu, v prenatalni diagnostice a k identifikaci osob v oboru
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soudniho Iékatstvi (Alberts a kol., 2006). V neposledni fad¢ je mozné PCR pouzit
pro vyrobu hybridiza¢ni sondy nebo pro detekci GMO (Zhou a kol., 2009).

Vzhledem Kk Sirokému uplatnéni PCR ma metoda mnoho modifikaci, jejichz
reakéni podminky jsou upraveny podle potieby konkrétni metody. Casto pouzivanou
variantou je multiplex PCR. Reak¢ni smés obsahuje nékolik partt primerti, z nichz
kazdy amplifikuje jinou cilovou sekvenci. Tato metoda umoziuje detekci nékolika
gentl nebo patogenti v jedné PCR reakci (Smarda a kol., 2005). Nested PCR vyuziva
dva pary primerti (vnéjSi a vnitini) pro jeden urcity lokus. Probihaji dvé po sob¢
jdouci reakce, kazda s jinym parem primerti. Metoda je vysoce citlivd a slouzi ke
zvyseni specifity PCR (Haff, 1994). Reverzné-transkriptazova PCR se pouziva pro
analyzu RNA. Nejprve dochézi k pfepisu mRNA do cDNA pomoci enzymu reverzni
transkriptdzy a nasledné probihd amplifikace standardnim postupem PCR
(Simpson a kol., 1992).

I ptes veskeré vyhody, které PCR poskytuje, ma také sva omezeni. Diky vysoké
citlivosti metody muze jakakoliv kontaminace vzorku, byt stopovym mnozstvim jiné
DNA, vést k zavadéjicim vysledkiim. Pro navrhovani primert je dilezitd ptedchozi
znalost ¢asti sekvence DNA, z toho vyplyva, Ze lze metodu pouzit pouze k prokazéani
ptitomnosti ¢i nepfitomnosti zndmého genu nebo patogenu. Dal$im omezenim muze
byt skutecnost, ze primery mohou nespecificky hybridizovat se sekvencemi, které
jsou podobné DNA templétu, ale ne zcela identické. Ojedinéle mohou byt do PCR
sekvence DNA polymerazou inkorporovany nespravné nukleotidy (Smith a Osborn,
2009; Garibyan a Avashia, 2013).

1.2.2 ELFO
Elektroforéza nukleovych kyselin (ELFO) je nejcastéji pouzivana technika
k separaci, identifikaci a purifikaci molekul DNA. Jde o elektromigra¢ni metodu,
ktera Kk separaci vyuziva pohyb nabitych Castic ve stejnosmérném elektrickém poli.
DNA ma diky pfitomnosti fosfatovych skupin zaporny naboj, tudiz se pohybuje
Vv elektrickém poli ke kladné nabité elektrodé (Fukal a kol., 2006; Beranek, 2016).
Nejjednodussi a nejrozsifenéjsi metodou je horizontalni elektroforéza na
agarézovém gelu s pouzitim interkalaéniho barviva (ethidium bromid). Barvivo
interkaluje mezi vlakna dSDNA a pod UV svétlem zviditeliiuje fragmenty DNA,
které jsou patrné jako prouzky, jejichZ intenzita se fidi koncentraci DNA. DalSim

interkala¢nim c¢inidlem, které lze pouzit, je fluorescentni barvivo SYBR Green.
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Agar6zové gely se pouzivaji k separaci molekul vétsich nez 100 bp (do cca 50 kb).
Polyakrylamidové gely jsou vhodné pro separaci kratSich DNA molekul o velikosti
10-1000 bp. Velikost fragmentu DNA lze zjistit jednoduse pouzitim velikostniho
markeru, ktery je napipetovan na gel vedle vzorku (Smarda a kol., 2005;
Walker a Rapley, 2009).

1.2.3 Real-time PCR

Real-time PCR je technika, kterda umoziuje detekci i kvantifikaci amplifikované
DNA vrealném case, zatimco se DNA syntetizuje. Amplifikace DNA je
monitorovana v kazdém cyklu pomoci specidlniho termocykleru, ktery zaznamenava
fluorescenci. Fluorescen¢ni signal 1ze vytvofit né€kolika zpisoby.

Prvni metoda zahrnuje pfidani interkala¢niho fluorescen¢niho barviva (SYBR
Green), které se vaze na dsDNA a emituje svétlo (Valasek a Repa, 2005). Intenzita
fluorescence zavisi na mnozstvi DNA vytvoieném v kazdém cyklu. SYBR Green
monitoruje celkové mnozstvi dsDNA, ale nedokaze rozlisit rizné sekvence. Pokud
dojde napiiklad k tvorbé dimerti, fluorofor bude emitovat svétlo, coz povede
K nespravnym vysledkim (Clark a kol., 2019). Pouziti interkala¢niho barviva SYBR
Green je jednou z nejjednodussich a cenové nejdostupnéjSich metod diky tomu,
Ze nejsou tieba specifické fluorescenéné znacené sondy (Tan a kol., 2009).

Druhou metodou je pouziti fluorescenéné znac¢enych sond (TagMan). Sonda je
oligonukleotidové sekvence, ktera je komplementarni k cilové DNA. Na 5" konci ma
fluorescen¢éni znacku (fluorofor) a na 3" konci zhaSe¢. Sonda se vaZe na vnitini ¢ast
amplifikované sekvence mezi forward a reverse primer. Pokud vznikne homoduplex,
je sonda rozlozena aktivitou DNA polymerazy a dojde k emisi fluorescence
(Clark a kol., 2019). Vyhodou TagMan analyzy je moznost pouziti v multiplexu
a vysoka specifita reakce. Fluorescenéni barvivo konjugované s oligonukleotidovou
sondou zaruCuje specifitu emitované fluorescence (Soltany-Rezaee-Rad a kol.,
2015). Nevyhodou je nutnost syntézy specifickych sond pro ruzné sekvence
(Valasek a Repa, 2005). Dalsi moznosti je pouziti dvojice sond, které vyuzivaji
proces zvany Forsteriv rezonan¢ni pienos energie (Fluorescence Resonance Energy
Transfer, FRET). Pokud jsou fluorofor a zhase¢ Vv té€sné blizkosti, zhase¢ absorbuje
emitované svétlo pomoci FRET. Pokud je zhase¢ daleko od fluoroforu, neni schopen
absorbovat energii a termocykler miZze zaznamenat intenzitu fluorescence

(Clark a kol., 2019). FRET sondy jsou atraktivni technologii v buné&ném vyzkumu
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diky schopnosti monitorovani biochemickych reakci a sledovani bunéénych procest
in vivo. Umoziuji soucasnou detekci vice produktli a jsou vhodné pro pouziti
v klinické diagnostice (Didenko, 2001). Nevyhodou je nutnost identifikace dvou
oblasti pro hybridizaci dvou sond, mezi kterymi je mezera 2—5 nukleotidd. S tim se

Ve srovnani s konvenéni PCR spojenou s gelovou elektroforézou poskytuje
real-time PCR vyssi rychlost, citlivost a specifitu. Diky témto benefitim je nyni
jednou z nejdulezitéjsich technik pro detekci a monitoring genetickych mutaci
(Tan a kol., 2009). Dalsim prikladem pouziti je studium genové exprese, detekce
patogend, genotypizacni analyza bodovych mutaci, které zplsobuji napiiklad
fenylketonurii, srpkovitou anémii nebo trombofilni stavy a v neposledni fadé detekce
biologicky dulezitych  polymorfismi souvisejicich s metabolismem  1éCiv

(Beranek, 2016).
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2 Cile prace a hypotézy

2.1 Cile prace
1. Optimalizace metod PCR a real-time PCR pro detekci mutace genu NHEJ1.
2. Screening mutace genu NHEJ1 metodami PCR a real-time PCR u vzorki
DNA pochazejicich od pst ovéackych plemen.
3. Zpracovani literarniho pfehledu dosavadnich poznatki o geneticky

podminéném onemocnéni CEA a vySetfovacich metodach.

2.2 Hypotézy
1. Metoda real-time PCR je nejvhodnéjsi metodou pro detekci mutace genu
NHEJL.
2. Je optimalizovano vice primerli cilenych do stejného genu se stejnou
ucinnosti.
3. Prevalence vyskytu onemocnéni je nejvyssi u plemen dlouhosrsta kolie

a sheltie.
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3 Material a metody

Pro praktickou ¢ast diplomové prace byla pouzita DNA od 138 psi ovéackych
plemen — border kolie, kratkosrsta kolie, dlouhosrsta kolie, sheltie, australsky ovéak
a némecky ovéak. Cést vzorki byla odebrana v obdobi od 4. 6. 2020 do 6. 12. 2020
a ¢ast vzorka byla poskytnuta Ing. Dagmar Stehlikovou, Ph.D., jejich odbér byl
proveden v roce 2019. Kromé& 5 jedinci jsou vSichni S priukazem pavodu.
Z celkového poctu 138 jedinct je 53 pst a 85 fen ve véku od 2 mésict do 14 let.

Zastoupeni jednotlivych plemen je znazornéno v tabulce 3.1.

Tabulka 3.1 Zastoupeni jednotlivych plemen (zdroj: autor)

Plemeno Pes Fena | Celkem
Border kolie 7 19 26
Kratkosrsta kolie 5 6 11
Dlouhosrsta kolie 11 12 23
Sheltie 3 10 13
Australsky ov¢ak 1 8 9
Némecky ovEak 26 30 56
Celkem 53 85 138

3.1 Odbér vzorku

Odbér vzorkt byl provadén stérem bukalni sliznice psti pomoci odbérovych tamponti
FLOQSwabs™ (Copan). Odbér provadéla autorka prace nebo chovatelé, kterym byly
zaslany odbérové tampony, instrukce k odbéru (pfiloha 1) a informacéni dotaznik

(ptiloha 2).

3.2 lzolace DNA

Izolace DNA z odebranych bukalnich stért byla provadéna pomoci komeréniho kitu
Presto™ Buccal Swab gDNA Extraction Kit od firmy Geneaid. Tento kit vyuZiva
proteinazu K a chaotropni stl k lyze bun¢k a degradaci proteinu. DNA se poté miize
vazat na povrch kolonky. Soucasti kitu je carrier RNA pro efektivnéjsi vazdni DNA
na membranu kolonky. Pomoci promyvacich pufrii jsou odstranény necistoty

a precisténa DNA je eluovana elu¢nim pufrem (Geneaid.com, 2017).

Postup izolace DNA

Priprava vzorku
e Do 1,5 ml mikrozkumavky bylo napipetovano 500 pl S1 bufferu a 20 pl
proteinazy K.
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Poté byl do mikrozkumavky vlozen odbérovy tampon a krouzivymi pohyby
doslo k uvolnéni stéru do roztoku.

Nasledovala inkubace 10 minut pii 60 °C.

Konec odbérového tamponu byl pienesen do filtracni kolonky, ktera byla
centrifugovana 2 minuty pifi 14000 x g pro ziskani zbylého vzorku
Z tamponu.

Eluat byl pfepipetovan k inkubovanému vzorku.

Lyze bunék

Do mikrozkumavky se vzorkem bylo napipetovano 500 ul S2 bufferu a 1 pl
carrier RNA, smés byla vortexovana.
Poté probéhla inkubace 10 minut pii 60 °C, po 5 minutich byla smés

vortexovana.

Navazani DNA

Do mikrozkumavky bylo piidano 500 ul ethanolu a vzorek byl vortexovan.
Do nové GD kolonky bylo napipetovano 750 ul vzorku, prob&hla
centrifugace 1 minutu pii 14000 x g a eluat byl odstranén.

Poté byl do kolonky napipetovan zbytek vzorku, ktery byl centrifugovan
1 minutu pii 14000 X g.

GD kolonka byla umisténa do nové sbérné mikrozkumavky.

Promyti DNA

Do GD kolonky bylo napipetovano 400 ul W1 bufferu a po centrifugaci
30 sekund pti 14000 x g byl odstranén eluat.

Nasledné bylo pfidano 600 pl wash bufferu, opét probéhla centrifugace
a eluat byl odstranén.

Kolonka byla centrifugovana 3 minuty na maximum.

Eluce DNA

GD kolonka s navazanou DNA byla vlozena do nové 1,5 ml oznacené
mikrozkumavky.

Nakonec bylo pfipipetovano 70 ul elution bufferu, vzorek byl inkubovan
3 minuty pfi laboratorni teploté a poté centrifugovan 1 minutu na maximum.

Vyizolovana DNA byla uchovana pii —20 °C.
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3.3 Méreni koncentrace DNA

Po izolaci bylo u vzorku provedeno spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA
pomoci pristroje BioSpec-nano (Shimadzu). Tento pfistroj umoznuje kvantifikaci
a kontrolu ¢istoty nukleovych kyselin. Na mérnou plochu je nejprve napipetovan 1 pl
blanku (elu¢ni pufr) a poté 1 ul vzorku. Mé&feni probiha pii vinovych délkach
230 nm, 260 nm a 280 nm. Hodnoti se poméry absorbanci OD260/280 a 0D260/230
(Shimadzu.com, 2017).

34 PCR
V této diplomové praci byly k detekci mutace genu NHEJ1 pouzity dvé metody,
PCR a jeji modifikace real-time PCR.

PCR byla provedena se dvéma druhy primert s odlisSnymi reakénimi protokoly.
Reakce se lisily pouze v pouzitych primerech, objemy komponent ziistaly stejné.
V obou piipadech byl pouzit GoTaq® Green Master Mix (Promega). Primery byly
syntetizovany firmou Macrogen a pted pouZitim nafedény na koncentraci
10 pmol/pul.

Prvni primery byly pievzaty z ¢lanku Beckers a kol. (2016). V reakci byl pouzit
jeden forward a dva reverse primery uvedené vtabulce 3.2. R_wt primer
v kombinaci s F primerem slouzi k amplifikaci divoké alely a R_mut primer sF
primerem k amplifikaci mutované alely. Reak¢ni smés méla vysledny objem 25 pl

a slozeni je znazornéno v tabulce 3.3.

Tabulka 3.2 Sekvence primeru podle Beckers a kol. (2016)

Primer Sekvence 5°>3’ (nt)

F TTTGGTTGCCCAGTCGATCA (20)

R_wt CCCCTGTTTGCCGTTTAATAGATGT (25)
R_mut CCAATCATCCAGCCCAGCAT (20)

Tabulka 3.3 Slozeni reakéni smési pro PCR (zdroj: autor)

Slozka Objem [ul]
GoTag® Green Master Mix 12
(Promega)

Forward primer 1
Reverse primer 1
PCR H,0 9
DNA templat (20—-60 ng/ul) 2
Celkem 25
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Pfiprava vzorku

e Do dvou 1,5 ml mikrozkumavek byly ptipraveny reakéni smési podle tabulky
3.3 pro piislusny pocet vzorkli + negativni kontrola + jeden navic (rezerva
pro chybu pii pipetovani).
e Vprvni mikrozkumavce reakéni smés obsahovala primery F a R_wt,
ve druhé F a R mut.
e Reakéni smés byla rozpipetovana do PCR zkumavek po 23 pl.
e Kreakéni smési byly pridany 2 ul DNA templatu, do negativni kontroly 2 pl
PCR H20.
Pied zahajenim testovani vSech vzorki bylo nejprve nutné provést optimalizaci
reakéniho protokolu. Ktomu byl pouzit teplotni gradient pro nasedani primeril
v termocykleru Eppendorf Mastercycler PRO (Eppendorf). Schéma reakéniho
protokolu je znazornéno v tabulce 3.4. V reakénim protokolu byl teplotni gradient
nastaven na 59-65 °C, annealing probihal pii teplotach: 59; 59,1; 59,4; 60; 60,6;
61,4; 62,2; 63; 63,7; 64,2; 64,7; 64,9 [°C].

Tabulka 3.4 Reakéni protokol s teplotnim gradientem (zdroj: autor)

Faze Teplota Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94 °C 1 min 1
Denaturace 94 °C 155

Annealing 59-65 °C 155 40
Elongace 72 °C 30s

Terminalni extenze 72 °C 7 min 1
Chlazeni 4°C 00 1

Pro vizualizaci fragmentt byla provedena elektroforéza na 2% agarézovém gelu (viz
kapitola 3.5). Na zaklad¢ provedeného teplotniho gradientu byla pro nasedani
primert zvolena teplota 59 °C. Po optimalizaci metody bylo provedeno testovani
vSech vzorkii DNA. Schéma pouzitého reakéniho protokolu je popsano v tabulce 3.5,
slozeni reak¢ni smési (tabulka 3.3) zustalo stejné jako pii reakci s teplotnim
gradientem. Produkty PCR byly zobrazeny pomoci gelové elektroforézy (viz kapitola
3.5).
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Tabulka 3.5 Reakéni protokol — optimalizovana PCR (zdroj: autor)

Faze Teplota Cas Pocet cyklu
Pocateéni denaturace 94 °C 1 min 1
Denaturace 94 °C 15s

Annealing 59 °C 155 40
Elongace 72 °C 30s

Terminalni extenze 72 °C 7 min 1
Chlazeni 4°C 00 1

Dale byly pouzity dva pary primera (tabulka 3.6) podle Parker a kol. (2007). Jeden

par (F20 a R23) pro detekci mutované alely a druhy (F17 a R17) pro detekci divoké

alely. Slozeni reak¢ni smési je znazornéno v tabulce 3.3.

Tabulka 3.6 Sekvence primert podle Parker a kol. (2007)

Primer Sekvence 5°—>3’ (nt)

F17 TCTCACAGGCAGAAAGCTCA (20)
R17 CCATTCATTCCTTTGCCAGT (20)
F20 TGGGCTGGTGAACATTTGTA (20)
R23 CCTTTTTGTTTGCCCTCAGA (20)

Piiprava vzorku

e Do dvou 1,5 ml mikrozkumavek byly pfipraveny reakéni smési podle tabulky

3.3 pro piislusny pocet vzorki + negativni kontrola + jeden navic (rezerva

pro chybu pfi pipetovani).

e Vprvni mikrozkumavce reakéni smés obsahovala primery F17 a R17,
ve druhé F20 a R23.

e Reakéni smés byla rozpipetovana do PCR zkumavek po 23 pl.

e Kreakéni smési byly pfidany 2 pl DNA templatu, do negativni kontroly 2 pl

PCR H20.

e PCR zkumavky se vzorky byly vlozeny do termocykleru (Eppendorf

Mastercycler PRO) s nastavenym programem dle tabulky 3.7.

Tabulka 3.7 Reakéni protokol pro druhou PCR (zdroj: autor)

Faze Teplota Cas Pocet cyklu
Pocate¢ni denaturace 94 °C 5 min 1
Denaturace 94 °C 30s

Annealing 60 °C 30s 40
Elongace 72 °C 1 min

Terminalni extenze 72 °C 7 min 1
Chlazeni 4°C o0 1
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Vysledné amplikony byly vizualizovany pomoci gelové elektroforézy na 2%

agardzovém gelu (viz kapitola 3.5)

3.5 ELFO

K vyhodnoceni PCR se pouziva elektroforeticka separace fragmenti DNA.

Piiprava 2% gelu

Do Erlenmeyerovy banky bylo navazeno 2,2 g agardzy a ptidano 120 ml
1x TBE pufru.

Sm¢és byla dikladné rozpusténa v mikrovinné troubg.

Roztok byl zchlazen pod tekouci vodou.

Do roztoku byl napipetovan ethidium bromid v objemu 4 pul.

Roztok byl nalit do ptipravené formy na gel.

Elektroforéza postup

Po ztuhnuti byl gel vlozen do elektroforetické vany.

Do prvni jamky bylo napipetovano 11 pl 100 bp DNA ladderu (New England
Biolabs)

Do nasledujicich jamek bylo naneseno 11 ul vzorku.

Elektroforéza byla nastavena nejprve na 50 V na cca 5 minut.

Poté bylo nastaveno 90 V na 1 hodinu pro potfebnou separaci amplikont dle
jejich velikosti.

Vizualizace byla provedena pomoci transluminatoru s UV svétlem InGenius

3 (Syngene) a programu GeneSys (Syngene).

3.6 Real-time PCR

Metoda real-time PCR byla provedena s pouzitim interkalacniho barviva SYBR

Green v QuantStudio™ 6 Flex Real-Time PCR Systému (Thermofisher). Primery

a metodika byly pievzaty z ¢lanku Chang a kol. (2010) s provedenim nékolika tprav.

Pro real-time PCR byly pouzity tii primery (tabulka 3.8), jeden forward (F) a dva

reverse (RW a RM) primery o finalni koncentraci 200 nM. SloZeni reakéni smési je

znazornéno v tabulce 3.9, vysledny objem byl 10 pl. V reakci byl pouzit Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems).
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Tabulka 3.8 Sekvence primert pro real-time PCR (Chang a kol., 2010)

Primer Sekvence 5°—>3’ (nt)
F AGGGTTACCATTTGGGAACTGTCTT (25)
RW AGCTTCTGACAGGCCACAATTATCTA (26)
RM ACCAATCATCCAGCCCAGCATTTAA (25)
Tabulka 3.9 SloZeni reakéni smési pro real-time PCR (zdroj: autor)

Slozka Objem [ul]

Power SYBR Green PCR 45

Master Mix (2x) '

Forward primer 0,2

Reverse primer 0,2

PCR H>O 4,1

DNA templat 1

Celkem 10

Ptiprava vzorku

Do dvou 1,5 ml ¢ernych mikrozkumavek byla pfipravena reakéni smés podle
tabulky 3.9 pro pfislusny pocet vzorkti + negativni kontrola + jeden navic
(rezerva pro chybu pfi pipetovani). Analyza byla provedena v duplikatech.

V prvni mikrozkumavce reakéni smés obsahovala primery F a RW pro
amplifikaci divoké alely, ve druhé F a RM pro amplifikaci mutované alely.
Reak¢ni smés byla rozpipetovana do PCR stripti po 9 pl. Pro kazdy vzorek
byly dvé zkumavky s primery F a RW a dvé zkumavky s primery F a RM.

K reakéni smési byl pfidan 1 ul DNA templatu, do negativni kontroly 1 pl
PCR H20.

PCR stripy se vzorky byly viozeny do termocykleru QuantStudio™ 6 Flex

(Thermofisher) s nastavenym amplifika¢nim programem dle tabulky 3.10.

29



Tabulka 3.10 Reakéni protokol pro real-time PCR (zdroj: autor)

Faze Teplota Cas Pocet cykla Zména teploty
Pocatecni 50 °C 2 min . 1,6 °C/s
denaturace 95 °C 10 min 1,6 °C/s
PCR 95 °C 155 1,6 °C/s
amplifikace 60 °C 1 min 45 1,6 °C/s
95 °C 15s 1,6 °C/s
Kiivka tani 60 °C 1 min kontinualné 1,6 °C/s
95 °C 15s 1,6 °C/s

Vyhodnoceni real-time PCR probihalo pomoci softwaru QuantStudio™, ktery

V kazdém cyklu zaznamenava fluorescenci. Po PCR amplifikaci probé&hla analyza

ktivky tani, kterd slouzi k odliSeni specifickych a nespecifickych PCR produktu.

Pomoci kiivky tani byla uréena teplota tani PCR produktii divoké a mutované alely.
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4  Vysledky

Celkem 138 pst ovéackych plemen bylo vySetfeno na CEA. Z divodu castého
vyskytu u kolii je testovani této anomalie dilezité a pomérmé bézné. U nekterych pst

byl diky tomu uveden vysledek vysetieni z akreditované laboratofe.

4.1 PCR

Pro optimalizaci PCR byly pouzity vzorky DNA se znamym genotypem.
Po provedeni PCR s teplotnim gradientem (obrazek 4.9) byla zvolena optimalni
teplota pro nasedani primert 59 °C, pii niz byly PCR produkty obou alel nejlépe
amplifikovany. Na gelu (obrazek 4.9) jsou viditelné produkty o velikosti 322 bp
(divoka alela, W) a 200 bp (mutovana alela, M). Velikost amplifikovanych produkta

je porovnavana s velikostnim standardem (L).

L 59.0 59,1 59.4 60,0 60,6 61.4 62,2 63.0 63.7 64.2 64,7 64,9 [°C]

—r — — — S—

Obrazek 4.9 Optimalizace metody PCR na zaklad¢ teplotniho gradientu. L — 100 bp DNA
ladder (New England Biolabs), M — mutovana alela, W — divoka alela (zdroj: autor)

Po optimalizaci metody byly tyto primery pouZity k vySetfeni vSech 138 vzorkl
DNA. U 2 vzorki (¢. 10 a 12) nedoslo k amplifikaci PCR produktii ani pfi
opakované analyze z diivodu nizké koncentrace a znecisténi DNA.

Na obrazku 4.10 jsou zobrazeny 3 mozné genotypy onemocnéni CEA. Zdravy
jedinec je dominantni homozygot, amplifikovala se pouze divoka alela. Pfenasec je
heterozygotni jedinec, tudiz doSlo k amplifikaci obou alel, divoké 1 mutované
a postizeny jedince je recesivni homozygot, u kterého se amplifikovala jen mutovana

alela.
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zdravy pienaSe¢ postizeny
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Obrazek 4.10 Vysledek PCR s pouzitim primert dle Beckers a kol. (2016), zobrazeni genotypt
zdravého jedince, pienasefe a postizeného jedince. L — 100 bp ladder (New England Biolabs),
NC — negativni kontrola, M — mutovana alela (200 bp), W — divoka alela (322 bp) (zdroj: autor)

Dale byly testovany 2 pary primert podle Parker a kol. (2007). Pomoci prvniho paru
primert (F17 a R17) doslo k amplifikaci divoké alely (636 bp) a druhy par primeri
(F20 a R23) amplifikoval mutovanou alelu (941 bp). Na obrazku 4.11 jsou zobrazeny
vysledky PCR analyzy 3 moznych genotypli CEA. Stejné jako u pfedchozich
primert byla u zdravého jedince amplifikovana pouze divoké alela, u pfenaSece

divoka i mutovana alela a u postizeného jedince jen mutovana alela.

zdravy pienaSe¢ postizeny

= R

LNCMW MW MW
1000 bp § — p— — 941 bp
— m— e — 636 bp
500 bp we—

Obrazek 4.11 Vysledek PCR s pouzitim primert podle Parker a kol. (2007), zobrazeni genotypt
zdravého jedince, pienasee a postizeného jedince. L — 100 bp ladder (New England Biolabs),
NC — negativni kontrola, M — mutovana alela (941 bp), W — divoka alela (636 bp) (zdroj: autor)

V tabulce 4.11 jsou uvedeni vSichni testovani jedinci, jejich plemena, vysledky PCR
analyzy a znamé genotypy uvedené chovateli. Vysledky PCR byly u vSech vzorkt
stejné pii pouziti obou primert. Zdravi jedinci jsou oznaCeni +/+, pienaSeci

onemocnéni +/— a postizeni jedinci —/—. U 23 vzorku (¢. 1-23) byl znam vysledek
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vySetieni diky pfedchozimu testovani jedinci. Vysledek PCR analyzy u vSech
vzorkd krom¢ 2 souhlasil s vysledkem z akreditované laboratote, ktery uvedli
chovatelé. U vzorki ¢. 19 a 20 bylo uvedeno, Ze se jedna o zdravé jedince, ale podle

vysledku provedené PCR analyzy jsou jedinci heterozygotni pienaSeci CEA.

Tabulka 4.11 Vysledky PCR analyzy (zdroj: autor)

Vzorek ¢. Plemeno Vysledek PCR Znamy genotyp
1 Sheltie —/— -
2 Sheltie —/— -
3 Sheltie +/+ +/+
4 Sheltie +/+ +/+
5 Sheltie /- -
6 Sheltie +/+ +/+
7 Sheltie +/+ +/+
8 Sheltie +/— /-
9 Sheltie +/— /-
10 Sheltie /-
11 Sheltie +H+ +/+
12 Sheltie /-
13 Border kolie +/+ +/+
14 Border kolie +/+ +/+
15 Border kolie +/+ +/+
16 Border kolie +/+ +/+
17 Border kolie +/+ +/+
18 Border kolie +/+ +/+
19 Border kolie +/— +/+
20 Border kolie +/— +/+
21 Border kolie —/— /-
22 Border kolie +/— /—
23 Border kolie +/+ +/+
24 Sheltie +/+ -
25 Border kolie +/+ -
26 Border kolie +/+ -
27 Border kolie +/+ -
28 Border kolie +/+ -
29 Border kolie +/+ -
30 Border kolie +/+ -
31 Border kolie +/+ -
32 Border kolie +/+ -
33 Némecky ovcak +/+ -
34 Border kolie +/+ -
35 Némecky ovcak +/+ -
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36 Border kolie ++
37 Némecky ovcak +/+
38 Némecky ovcak +/+
39 Némecky ovcak +/+
40 Némecky ovcak +/+
41 Némecky ovcak +/+
42 Némecky ovcak +/+
43 Némecky ov¢ak +/+
44 Némecky ovcak +/+
45 Némecky ov¢ak +/+
46 Némecky ov¢ak +/+
47 Némecky ov¢ak +/+
48 Dlouhosrsta kolie —/—
49 Dlouhosrsta kolie —/—
50 Dlouhosrsta kolie —/—
51 Dlouhosrsta kolie —/—
52 Dlouhosrsta kolie —/—
53 Dlouhosrsta kolie —/—
54 Dlouhosrsta kolie —/—
55 Border kolie +/+
56 Border kolie +/+
57 Némecky oveak +/+
58 Némecky oveak +/+
59 Némecky ovcak +/+
60 Némecky ovcak +/+
61 Némecky ovcak +/+
62 Némecky ovcak +/+
63 Némecky ovcak +/+
64 Némecky ov¢ak +/+
65 Némecky ovcak +/+
66 Némecky ovcak +/+
67 Némecky ovcak +/+
68 Némecky ovcak +/+
69 Némecky oveak +/+
70 Némecky ovcak +/+
71 Némecky ovcak +/+
72 Neémecky ovcak +/+
73 Neémecky ovcak +/+
74 Neémecky ovcak +/+
75 Némecky ovcak +/+
76 Némecky ovcak +/+
77 Neémecky ovcak +/+
78 Némecky ovcak ++
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79 Némecky ovcak +/+
80 Némecky ovcak +/+
81 Némecky ovcak +/+
82 Némecky ovcak +/+
83 Némecky ovcak +/+
84 Némecky ovcak +/+
85 Némecky ovcak +/+
86 Némecky ov¢ak +/+
87 Némecky ovcak +/+
88 Némecky ov¢ak +/+
89 Némecky ov¢ak +/+
90 Némecky ov¢ak +/+
91 Némecky ovcak +/+
92 Némecky ovcak +/+
93 Australsky ov¢ak +/+
94 Australsky ov¢ak +/+
95 Australsky ov¢ak +/+
96 Australsky ov¢ak +/+
97 Australsky ovcak +/+
08 Australsky ov¢ak +/+
99 Némecky oveak +/+
100 Némecky oveak +/+
101 Némecky oveak +/+
102 Dlouhosrsta kolie ——
103 Kratkosrsta kolie +/+
104 Kratkosrsta kolie +/+
105 Kratkosrsta kolie +/+
106 Kratkosrsta kolie ++
107 Border kolie +/+
108 Némecky ovcak +/+
109 Kratkosrsta kolie +/+
110 Kratkosrsté kolie +/—
111 Kratkosrsta kolie +/+
112 Kratkosrsta kolie +/+
113 Kratkosrsta kolie +/+
114 Australsky oveak ++
115 Australsky ovcak +/+
116 Australsky ovcak +/+
117 Border kolie +/+
118 Border kolie +/+
119 Némecky ovcak +/+
120 Némecky ovcak +/+
121 Kratkosrsta kolie +/+
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122 Dlouhosrsta kolie —/- -
123 Dlouhosrsta kolie —/- -
124 Dlouhosrsta kolie —— -
125 Dlouhosrsta kolie —/- -
126 Dlouhosrsta kolie —— -
127 Dlouhosrsta kolie +/— -
128 Dlouhosrsta kolie —— -
129 Dlouhosrsta kolie —/— -
130 Dlouhosrsta kolie —/— -
131 Kratkosrsta kolie +/+ -
132 Dlouhosrsta kolie —/— -
133 Dlouhosrsta kolie —/— -
134 Dlouhosrsta kolie +/— -
135 Dlouhosrsta kolie - -
136 Némecky ovcak +/+ -
137 Dlouhosrsta kolie - -
138 Dlouhosrsta kolie - -

V tabulce 4.12 jsou uvedeny pocty jedincti konkrétnich plemen S uréitym genotypem
ziskanym metodou PCR. Z celkového poctu 138 vzorktt DNA pochazejicich od pst
ovcackych plemen bylo 103 jedinct zdravych, 8 pienaseci a 25 jedinct postizenych

onemocnénim CEA.

Tabulka 4.12 Vysledné genotypy u jednotlivych plemen (zdroj: autor)

Plemeno +/+ +/- -/- Bez amplifikace Celkem
Sheltie 6 2 3 2 13
Border kolie 22 3 1 — 26
Dlouhosrsta kolie — 2 21 - 23
Kratkosrsta kolie 10 1 — — 11
Australsky ovéak 9 — — — 9
Némecky ovéak 56 — — — 56
Celkem 103 8 25 2 138

Data z tabulky 4.12 byla pfenesena do grafti (obrazek 4.12—4.17). Bylo testovano 13
vzorkd DNA od sheltii, z nichz byla CEA prokazana u 3 jedinct (23 %), 2 jedinci

(16 %) byly heterozygotni pienasSeci a zdravych jedinct bylo 6 (46 %). U 2 vzorki

nedoslo k amplifikaci PCR produktu.
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Sheltie

®m+/+ m+/— m—-/- mBezamplifikace

Obrazek 4.12 Vysledky plemene sheltie (zdroj: autor)
Vysetiovany soubor plemene border kolie tvofilo 26 vzorki. Z celkového poctu bylo

22 zdravych jedinct (85 %), 3 pienaseci (11 %) a 1 postizeny jedinec (4 %).

Border kolie
4%

m+/+ E4/— B[

Obrazek 4.13 Vysledky plemene border kolie (zdroj: autor)

Vzorkli od plemene dlouhosrstd kolie bylo testovano celkem 23. Zde bylo
zaznamenano nejvice postizenych jedinct, kterych bylo 21 (91 %) a 2 jedinci (9 %)
byly pifenase¢i onemocnéni. U tohoto plemene nebyli zaznamenani Zadni zdravi

jedinci.
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Dlouhosrsta kolie

A/~ /-
Obrazek 4.14 Vysledky plemene dlouhosrsta kolie (zdroj: autor)

VysSetiovany soubor plemene kratkosrstd kolie obsahoval 11 vzorkd, znichz 10

(91 %) bylo vyhodnoceno jako zdravy jedinec a 1 (9 %) jako heterozygotni pfenasec.

Kratkosrsta kolie

B4+ B4/

Obrazek 4.15 Vysledky plemene kratkosrsta kolie (zdroj: autor)

Nejméné jedincti bylo testovano u plemene australsky ovéak, celkem 9 vzorkd.

Vsichni testovani jedinci byly vyhodnoceni jako zdravi.
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Australsky ov¢ak

W +/+
Obrazek 4.16 Vysledky plemene australsky ovéak (zdroj: autor)

Nejvétsi vySetfovany soubor piedstavovalo plemeno némecky oveak. Bylo vySetfeno

celkem 56 vzorkti DNA a vSichni jedinci byly vyhodnoceni jako zdravi jedinci.

Némecky ovcak

m+/+

Obrazek 4.17 Vysledky plemene némecky ovéak (zdroj: autor)

4.2 Real-time PCR

Pomoci real-time PCR sprimery podle Chang a kol. (2010) bylo vySetieno
23 vzorkl se znamym genotypem. Na obrazcich 4.18, 4.19 a 4.20 jsou zobrazeny
3 genotypy onemocnéni CEA, zdravy jedinec, pienase¢ a postizeny jedinec.
Amplifikace PCR produktu je znazornéna jako intenzita fluorescence (ARN)

vzhledem Kk po¢tu cykli. Na obrazku 4.18 je patrny nartst fluorescence u divoké
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alely zacinajici ve 31. cyklu. U mutované alely nedoslo k nartistu fluorescence, jedna

se tedy o zdravého jedince.

Zdravy jedinec

600 000,000
500 000,000
400 000,000
300 000,000

ARNn

200 000,000
100 000,000

0,000

-100 000,000
1 35 7 9111315171921232527293133353739414345

Pocet cykll

e |\] alela ==V alela
Obrazek 4.18 Vysledek real-time PCR zdravého jedince (zdroj: autor)

Na obrazku 4.19 je znazornény narlst fluorescence pocinajici ve 31. cyklu u obou

alel, divoké 1 mutované. Jedna se tedy o pfenaseCe onemocnéni.

Prenasec¢
600 000,000
500 000,000
400 000,000
300 000,000

ARN

200 000,000
100 000,000

0,000

-100 000,000
1 35 7 9111315171921232527293133353739414345

Pocet cykl

s [\/] gle|a e\ alela
Obrazek 4.19 Vysledek real-time PCR pienaSe¢e CEA (zdroj: autor)

Na obrazku 4.20 je viditelny narist fluorescence od 20. cyklu u mutované alely.
U divoké alely nedoslo k amplifikaci, tudiz byl tento vzorek vyhodnocen jako

postiZzeny jedince.
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Postizeny jedinec
600 000,000
500 000,000
400 000,000
300 000,000

ARN

200 000,000
100 000,000
0,000

-100 000,000
1 3 5 7 9111315171921232527293133353739414345

Pocet cykll

e [\/] Qle|a e\ alela
Obrazek 4.20 Vysledek real-time PCR postiZzeného jedince (zdroj: autor)

Analyza kiivky tani (obrazek 4.21) zobrazuje teploty tani PCR produkti divoké
a mutované alely u vzorku ptenasece onemocnéni. Fluorescen¢ni kiivky byly ziskany
zanesenim zaporné derivace fluorescence (-dF/dT) a teploty do grafu. U kazd¢ alely
Ize pozorovat pouze jedno zakfiveni, tzn. ze se neamplifikovaly zadné nespecifické
produkty ¢i dimery. K¥ivka tani je pro kazdou cilovou sekvenci specificka. Teplota
tani mutované alely byla 77,71 °C a divoké alely 78,46 °C.

Kiivka tani
2,2
78,46 °C

1,8
5 77,71°C
T 1,4 ’
?
8
S 1,0
[0}
a
(0]
5 0,6
=)
[N

0,2

-0,2
60 65 70 75 80 85 90 95
Teplota (°C)
= \\ alela M alela

Obrazek 4.21 Analyza kiivky tani (zdroj: autor)

V tabulce 4.13 jsou uvedeny vysledky real-time PCR analyzy, plemena testovanych
jedinct a jejich zndmé genotypy. Stejné jako v predchozi PCR analyze u vzorkl

¢. 10 a 12 nedoslo k amplifikaci PCR produktl a u vzork €. 19 a 20 se vysledek lisil
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od vysledku uvedené¢ho chovatelem. Metoda real-time PCR u téchto dvou vzorkt

potvrdila, Ze se jedna o pfenasece onemocnéni.

Tabulka 4.13 Vysledky real-time PCR analyzy (zdroj: autor)

Vzorek ¢. Plemeno Vysledek real-time PCR | Znamy genotyp
1 Sheltie —/—- -
2 Sheltie /- /-
3 Sheltie +/+ +/+
4 Sheltie +/+ +/+
5 Sheltie /- /-
6 Sheltie +/+ +/+
7 Sheltie +/+ +/+
8 Sheltie +/— 4/
9 Sheltie +/— /-
10 Sheltie /-
11 Sheltie +/+ +/+
12 Sheltie /-
13 Border kolie +H+ +/+
14 Border kolie +/+ +/+
15 Border kolie +/+ +/+
16 Border kolie +/+ +/+
17 Border kolie +/+ +/+
18 Border kolie +/+ +/+
19 Border kolie +/— +/+
20 Border kolie +/— +/+
21 Border kolie —/— /-
22 Border kolie +/— /-
23 Border kolie +/+ +/+
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5 Diskuse

Odbér vzorkh DNA jedinci ovcackych plemen byl stézejnim krokem
Vv experimentalni ¢asti této diplomové prace. Vzorek DNA lze ziskat stérem bukalni
sliznice nebo z krve. Pouziti odbérovych tamponid je pohodlnéj$i pro majitele psu
ataké levnéjsi, ale odbér musi byt proveden peclivé, aby poskytl dostatecné
mnozstvi bunék pro izolaci DNA. Existuje zde také riziko kontaminace vzorku.
Podle Petersen-Jones (2001) je nepravdépodobné, ze by kontaminaci zptisobila DNA
jiného zvifete z divodu mnohem vétsiho mnozstvi DNA testovaného zvifete na
odbérovém tamponu. Pti odbéru vzorku krve je sice velmi nizkd pravdépodobnost
kontaminace, ale z divodu narocnosti a diskomfortu zvitat byla pro tuto praci
zvolena neinvazivni metoda stéru bukalni sliznice odbérovym tamponem. Stejny
postup pouzili ve svém vyzkumu Parker a kol. (2007). Dostal a kol. (2010) zvolili
jako material K analyze plnou krev konzervovanou roztokem K3EDTA, Beckers
a kol. (2016) také pouzili krev vySetfovanych jedinct, ale pied analyzou provedli
extrakci DNA z krve.

Izolace DNA z bukalnich stéra byla provedena kitem Presto™ Buccal Swab
gDNA Extraction Kit (Geneaid). Tato metoda poskytla DNA v dostate¢ném
mnozstvi 1 Cistoté. Beckers a kol. (2016) provadéli extrakci DNA ze vzorkl plné
krve, které¢ byly promyty pomoci Tris-HCI-EDTA a vznikl pelet bilych krvinek.
Bunky byly resuspendovany v lyza¢nim pufru s ptidavkem proteinazy K a DNA byla
uvolnéna inkubaci pfi 56 °C. Chang a kol. (2010) pouzili pro izolaci komeréni kit
DNA Extractor SP Kit (Wako Pure Chemical Industries) a FTA (Flinders
Technology Associates) karty, které pouzili ve svém vyzkumu i Mizukami a kol.
(2012). FTA Kkarta obsahuje slozky, které lyzuji bunky a denaturuji proteiny. Tato
jednoduché technologie snizuje naklady a ¢as pottebny pro zpracovani vzorktit DNA
az do posledniho kroku, kdy je DNA pfipravena k naslednému zpracovani.

Po izolaci DNA nasledovala optimalizace PCR protokolu pro detekci mutace
genu NHEJ1. Specifické PCR primery jsou klicové k amplifikaci pouze definované
cilové sekvence ze vzorku DNA (Green a Sambrook, 2019). V této praci byly
pouzity dvé sady primert pro konvencni PCR a jedna sada pro real-time PCR. PCR
primery podle Beckers a kol. (2016) m¢ly nasedat pti teploté 64 °C. Po provedeni
PCR s teplotnim gradientem bylo zjiSténo, Ze tato teplota je pfili§ vysoka a nedochazi

K tvorbé amplikonl. Teplota nasedani primerti se mize liSit z divodu odlisnych
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laboratornich podminek, ale vzhledem ktomu, ze byla zjisténa teplota nasedani
primertt 0 5 °C niz8i nez teplota uvedena v ¢lanku, lze se domnivat, ze 64 °C by
mohla byt spiSe teplota tani primert. U PCR primeri navrzenych Parker a kol.
(2007) prob¢hla optimalizace bez problému. Cely soubor vzorki DNA od jedinct
ovCackych plemen byl testovan obéma primery a vysledky byly u vSech vzorka
stejné. Timto 1ze potvrdit hypotézu, Ze je optimalizovano vice primert cilenych do
stejného genu se stejnou UCinnosti.

Pro vySetfeni mutace genu NHEJ1 byla pouzita také metoda real-time PCR
S primery pfevzatymi z prace Chang a kol. (2010). Autofi v ¢lanku uvedli teplotu
nasedani primert 70 °C, ale pii této teploté byla amplifikace netspésna. Po upraveni
teploty na 60 °C se amplifikace jiz zdafila. Rozdilné teploty nasedani primer by
mohly byt vysvétleny zménou laboratornich podminek, napiiklad odlisné reagencie
nebo jiny piistroj pro real-time PCR. Vzhledem k pomérné velkému rozdilu teplot
l1ze vSak usoudit, ze je tento tdaj v ¢lanku uvedeny chybné. Nésledovalo vySetieni
vSech vzorkil se zndmym genotypem. U vzorkil zdravého jedince a pienaSece lze
pozorovat nartist fluorescence od 31. cyklu, u vzorku postizeného jedince
od 20. cyklu. Tento rozdil je zpusoben vyssi koncentraci DNA ve vzorku
postizené¢ho jedince. Byla provedena také analyza kiivky tani PCR produkts, ktera
potvrdila, ze amplifikace prob¢hla spravné, bez nespecifickych produktii ¢i dimerd.
Podle zjisténych teplot tani produktli mutované alely (77,71 °C) a divoké alely
(78,46 °C) lze potvrdit, ze jsou teploty velmi blizko u sebe, coz uvedli ve svém
vyzkumu i Chang a kol. (2010). Metodu SYBR Green real-time PCR pouzili ve své
studii také Mizukami a kol. (2012), jejichz prace byla zaméfena na jedince
japonského plemene hokkaido.

Po vyhodnoceni vysledkti analyz PCR a real-time PCR bylo zjisténo, Ze dva
vzorky (¢. 19 a 20) se svym vysledkem lisi od vysledku z akreditované laboratote
uvedené¢ho chovatelem. Tyto dva vzorky byly odebrany dvéma nepiibuznym
jedincim od stejného chovatele. Chovatel uvedl, ze se jedna o zdravé jedince, ale
PCR analyza prokézala, Ze jde o pfenaSece onemocnéni. Lze formulovat n¢kolik
davodd, jak k této skute¢nosti mohlo dojit. V prvni fad€ se miize jednat o chybu, kdy
chovatel mylné¢ uvedl vysledek u testované¢ho jedince. Dale se jako divod nabizi
kontaminace vzorkil pfi odbéru, ale sohledem na tvrzeni Petersen-Jones (2001)
uvedené vyse a peclivy odbér se tato moznost zda jako nepravdépodobna. Naskyta se

také moZnost chyby pii izolaci DNA nebo chybného provedeni vySetfeni
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v akreditované laboratofi. Jedinec oznafeny jako vzorek ¢. 20 ma testované oba
rodice na CEA. Otec je zdravy jedinec a matka pfenase¢ tohoto onemocnéni.
KiiZenim zdravého jedince s ptenaSeCem vznikne 50 % zdravych jedinci a 50 %
prenasecu (Mellersh, 2018). Tento fakt napovida tomu, ze by mohl byt tento jedinec
skute¢n¢ prenasecem CEA.

Studie, kterou provadéli Chang a kol. (2010), prokazala, ze SYBR Green
real-time PCR je rychla a pomémé levna genotypiza¢ni technika pro onemocnéni
CEA. Real-time PCR je méné naro¢na na Cas a praci nez end-point PCR, u které je
nutné pro vyhodnoceni provést gelovou elektroforézu. Usnadituje provadéni
rozsahlého screeningu u chovnych populaci plemen s predispozici k CEA, ¢imz lze
zabranit Sifeni této dédicné ocni anomadlie. Na zéklad¢ téchto informaci a po
praktickém provedeni obou metod a jejich porovnani lze potvrdit hypotézu, ze
metoda real-time PCR je nejvhodné&jsi metodou pro detekci mutace genu NHEJL.

Ve vysetfovaném souboru vzorkli plemene dlouhosrsta kolie bylo 91 %
postizenych jedinct, zadny jedinec nebyl vyhodnocen jako zdravy. Podle studie
Bedford (1982b) bylo ve Velké Britanii (UK) postizeno onemocnénim CEA 64 %
22000 jedinct plemene dlouhosrsta kolie, v Norsku 40,8 % ze 741 jedincu
(Bjerkas, 1991), ve Finsku 30,95 % z 3577 jedinci (Leppéanen a Saloniemi, 1998)
av Ceské republice (CR) 59,5 % z 37 jedincii, z nichz zadny nebyl zdravy (Dostal
a kol., 2010). U plemene sheltie bylo zjisténo 23 % jedinct postizenych CEA. Podle
vyzkumu Bedford (1982b) bylo v UK postizeno onemocnénim CEA 72 % ze 400
jedinct plemene sheltie, v Nizozemsku 48,3 % ze 120 jedinct (Barnett a Stades,
1979) a v CR 16,3 % ze 141 jedinci (Dostal a kol., 2010). Z toho Ize vyvodit, Ze
u plemene sheltie dochazelo béhem let k poklesu vyskytu onemocnéni. Ve Finsku
bylo 12,06 % z 315 jedinct plemene kratkosrsta kolie postizenych CEA (Leppédnen
a Saloniemi, 1998), v CR 11 % ze 45 jedinct (Dostal a kol., 2010). U tohoto plemene
neni ve srovnani s kolii dlouhosrstou CEA velkym problémem. Munyard a kol.
(2007) provadeli vyzkum v Australii, z 223 jedincti plemene australsky ovcak bylo
4,03 % jedincti postizenych, v CR bylo viech 33 testovanych jedincii zdravych
(Dostal a kol., 2010) a stejn¢ tomu bylo v Belgii, kde bylo testovano o jednoho psa
mén¢ (Beckers a kol., 2016). Bedford (1998a) také uvedl, ze vyskyt CEA u plemene
border kolie je nizky a jsou diagnostikovany pouze sporadické ptipady, incidence

vvvvvv

provadéli ve Svycarsku v letech 1999 az 2007 Walser-Reinhardt a kol. (2009) bylo
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diagnostikovano 0,7 % jedinct postizenych CEA z 1248 border kolii, dale podle
Dostal a kol. (2010) bylo v CR 2,5 % postizenych border kolii z 80 testovanych
jedinci a podle Beckers a kol. (2016) 1,1 % z 95 jedinci. V této praci byl
diagnostikovan 1 pes plemene border kolie postizeny CEA (4 % z 26 jedincii). Nebyl
detekovan zadny postizeny jedinec U plemen kratkosrstd kolie, australsky ovcak
a némecky ov¢ak. Rampazzo a kol. (2005) ve své praci uvadeji vyskyt projevii CEA
(kolobom optického disku a tézka choroidalni hypoplazie) u Sletého kiizence plemen
zlaty retrivr a némecky ovcak. Nalez u tohoto kiizence byl vSak vyhodnocen jako
nahodny kviili dal§im zdravotnim problémtim, kterymi zvite trpélo.

Procenta pozitivit se mohou lisit z divodu rozdilné velikosti testované populace,
autofi uvedenych studii Casto vysetfovali vétsi mnozstvi jedinct. Vyzkumy byly také
provadény v riznych statech a svou roli muize sehrat i skuteCnost, ze vétSina
uvedenych studii byla provedena pted znacnou dobou. S tim se poji také fakt, ze
v uvedenych studiich, kromé studii Dostal a kol. (2010) a Beckers a kol. (2016), byly
jedinci vySetfovani oftalmologicky. Tento fakt by ale nemél byt problémem, protoze
jsou porovnavana procenta postizenych jedincli a po oftalmoskopickém vySetfeni
zustanou skryti pouze pienaseci. Dale mohou byt procenta ovlivnéna vybérem
testovanych jedincu. Zalezi na tom, zda se jedna i o ptibuzné jedince, nebo jsou tito
jedinci vytazeni a testuji se pouze jedinci nepiibuzni. Beckers a kol. (2016) ze svého
vyzkumu vyfadili blizce pfibuzné jedince, aby nedochazelo ke zkresleni vysledki.
Nicmén¢ tento zptisob neni vzdy mozny z divodu nedostatku informaci o nékterych
jedincich nebo nedostatecné velikosti populace.

Na zaklad¢ procent pozitivnich jedinct ze studii uvedenych vyse byla stanovena
hypotéza o nejvyssi prevalenci vyskytu onemocnéni u plemen dlouhosrsta kolie
a sheltie. Ackoliv bylo v této praci vySetieno pouze 23 dlouhosrstych kolii a 13
sheltii, 1 pies to 1ze z vysledki prace potvrdit tuto hypotézu, jelikoz byl u téchto dvou
plemen nejvétsi vyskyt jedinci postizenych onemocnénim CEA.

Vysetieni CEA u pst predisponovanych plemen je zdsadnim krokem, zvlasté
pokud se majitel rozhodne vyuzit jedince k chovu. DNA test je jediny zpusob, jak
identifikovat pienaSeée onemocnéni, ktefi zlstavaji po oftalmologickém vysetfeni
skryti. Aby nedochazelo k neustalému Sifeni této vrozené dédicné anomalie, je
vhodné nekfizit postizené jedince a pienaSece. Podle zakladnich podminek pro
planovani vrhu musi byt alespon jeden z rodi¢t vrhu zdravy jedinec. Dostal a kol.

(2010) uvedli, ze chovatelé mohou zlepsit stav CEA u dlouhosrstych kolii, i kdyz
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muze byt v soucasné dobé velmi obtizné najit geneticky zdravého homozygotniho
jedince do chovu. Navrhl zk#izeni ptenaSecu, kteti vyprodukuji 25 % zdravych
jedinci a dale kiizit zdravé jedince s pfenase¢i CEA. Tim dojde ke snizeni
onemocnéni v populaci a zvysi se pocet zdravych zvifat, aniz by doslo ke ztraté
nékterych zadanych znaki u kolii.

Cilem do budoucna by mélo byt snizeni frekvence mutované alely, cemuz
predchazi pravé screening chovnych jedinct. Podle Ahonen a kol. (2018) by méli byt
heterozygotni ptenaseci ponechani jako soucast chovné populace, protoze by mohlo
dojit k castéjSimu vyskytu jiné recesivni alely, rozvoji dalSich dédi¢nych vad
a zazeni rozsahu genetické diverzity danych plemen. Proto by mélo byt snizovani

frekvence mutované alely provadéno opatrné.
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Zavér
Tato diplomova prace se zabyva detekci dédi¢ného onemocnéni anomalie oka
u ovc¢ackych plemen. Jednim z cili bylo zpracovani literarniho ptehledu dosavadnich
poznatkli o geneticky podminéném onemocnéni CEA a vySetiovacich metodach.
Dale byla provedena optimalizace metod PCR a real-time PCR pro detekci mutace
genu NHEJ1 a nasledny screening vzorki DNA pochazejicich od pst ovcackych
plemen. Metody poskytly totozné vysledky u vySetfovanych jedinct. Z dosavadnich
poznatkd a po srovnani obou metod vyplyva, Ze metoda real-time PCR je vhodnéjsi
pro screening veétstho mnozstvi vzorkl z divodu mensi casové a finan¢ni naro¢nosti.

Ocekévana nejvyssi prevalence onemocnéni u plemen dlouhosrsta kolie a sheltie
byla potvrzena. Stav CEA u plemene dlouhosrsta kolie neni pfiznivy a je skute¢nym
problémem. Chovatelé by méli dbat na to, aby nedochazelo k produkci sténat
postizenych timto onemocnénim, které nelze vylécit. Genetické testy spolehlivé
odhali genotyp jedince, proto by mély byt pifednostné vyuzivany ke screeningu CEA
na rozdil od oftalmoskopie, ktera neodhali prenasece.

Anomalie oka u kolii je podle odborné literatury problémem ve spousté zemi,
screening této mutace je proto velmi dulezity. Genetické vysSetieni je Zadouci pro
zatazeni jedince do chovu a také predstavuje spolehlivy zptsob, jak onemocnéni

a jeho nasledkium ptedchazet.
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Prilohy

Ptiloha 1

Instrukce ke stéru sliznice

1. Zvite by mélo mit Cistou ustni dutinu. Je vhodné, aby alespoii 30 minut pied
stérem nejedlo.

2. Be&hem celého procesu odebirani vzorku dbejte na to, aby vatova cast
odbérového tamponu nepfisla do styku se zddnym jinym materidlem nez s
bunikami bukalni (ustni) sliznice psa, kterého odebirate.

3. Vyjméte odbérovy tampon z ochranné zkumavky a provadéjte stér
opakovanym otirdnim vnitini strany tvare a dasni alespon 20 sekund. Otacejte
tamponem, aby byla vyuzita cela jeho plocha. Druhou rukou muzete z vnéjsi
strany vytvaret mirny protitlak. Je vhodné odbér provést z vice mist v morde
psa (mozno nechat psa tampon lehce pozvykat).

4. Po odbéru nechte tampon zaschnout — nechte ho zasunuty na nékolik
centimetr v ochranné zkumavce (cca 30 minut). Az vzorek zaschne, zaviete
ochrannou zkumavku.

5. Cely postup zopakujte jesté jednou s druhym odbérovym tamponem.

6. Poté vypliite prilozeny dotaznik (dulezité je hlavné vyplnit ¢islo uvedené na
odbérovém tamponu).

7. Pokud vzorek neodesilate ihned, uloZte na chladné misto (5-8 °C).

(Genomia.cz, © 2008-2021)




Ptiloha 2

Informaéni dotaznik

Cislo na odbérovém tamponu:

Jméno majitele:

Datum a ¢éas stéru:

Jméno psa:

Plemeno:

Vék:

Pohlavi: Pes / Fena
Import psa (odkud): ANO / NE
Linie: Vystavni / Pracovni

Pes testovan na CEA:

ANO / NE

Pozitivni / Negativni/ PfenaSe¢

Otec psa testovan na CEA:

ANO / NE

Pozitivni / Negativni / PfenaSec

Matka psa testovana na CEA:

ANO / NE

Pozitivni / Negativni / PfenaSec

(zdroj: autor)




