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Anotace

Progresivni degenerace tycinek a Cipku (prcd) je pozdni forma progresivni
retinalni atrofie (PRA). Jedna se o autozomalné recesivné dédicnou vadu sitnice.
Toto onemocnéni objevujici se u psl je shodné sjednou formou retinitis
pigmentosa (RP), kterda se vyskytuje u lidi. Fenotypické projevy jsou totozné
a je zndmo, Ze se jedna o identickou kauzalni mutaci. Studie této vady u psa by tudiz
mohla mnohé objasnit i v humanni mediciné. Gen pro prcd byl zmapovan v oblasti
centromer na psim chromozomu 9 (CFA9).

V ramci této diplomové prace byla provedena genotypizace u 120 psQ rGzné
plemenné pfislusnosti a véku. Nejvice bylo zastoupeno plemeno anglicky
kokrspanél, jenz ma predispozici k onemocnéni.

Analyza PRA-prcd probéhla pomoci molekuldrné-genetické metody PCR-RFLP
a agarézové horizontdlni elektroforézy. Genotypy byly stanoveny na zdkladé
rozdilné délky fragmentu, kdy normalni alela byla o délce 396 bp a mutovana alela
méla délku 116 bp.

Pritomnost mutované alely se prokazala pouze u 25 heterozygotnich prenasecu,
ktefi byli zpravidla plemene s predispozici. Frekvenci mutované alely odpovidalo
10,4 % a ve vybrané populaci bylo zastoupeno 20,8 % heterozygota.

Vysledky studie ukazuji, Ze priblizné pétina testovanych zvifat jsou heterozygotni
prenaseli. Poznatky dalSich studii potvrzuji, Ze se obecné vyskytuje vice
heterozygotl neZ recesivni homozygotli, u kterych se onemocnéni béhem Zivota
projevi. Pokud se vSak k této skutecnosti nebude zretelné prihlizet, mizZe pocet
nemocnych pst béhem kratké doby rapidné vzr(st.

Do budoucna by bylo vhodné pfijmout opatfeni, kterd by zarucené eliminovala
vyskyt mutované alely. Mezi tato opatfeni by se mohly radit genetické testy, které
spolehlivé odhaluji skryté prenasece (heterozygoty) u plemen s predispozici.
Heterozygoti mohou zastoupeni této alely v populaci nekontrolované navySovat

a tim i pocty nemocnych zvirat.

Klicova slova: pes, dédicné onemocnéni, progresivni retinalni atrofie (PRA),

progresivni degenerace tycinek a Cipka (prcd), PCR-RFLP



Annotation

Progressive rod-cone degeneration (PRCD) is the late form of progressive retinal
atrophy (PRA). It is an autosomal recessive hereditary retinal defect. This disease
in dogs is consistent with one form of retinitis pigmentosa (RP) in humans.
Phenotypic manifestations are identical and it is known to be an identical causal
mutation. A study of this defect in dogs could also explain a lot in human medicine.
The gene for PRCD was mapped in the region of centromer of the canine
chromosome 9 (CFA9).

In this thesis, genotyping of 120 dogs of different breeds and age was
performed. Most represented a breed of English Cocker Spaniel which
is predisposed to the disease.

Analysis PRA-PRCD was performed by molecular genetic methods PCR-RFLP
and the horizontal agarose electrophoresis. Genotypes were determined
on the basis of different fragment lengths. The normal allele was 396 bp in length
and the mutated allele had a length of 116 bp.

Presence of mutated allele was only detected in 25 heterozygotes carriers which
were usually breeds with this predisposition. Frequency of the mutated allele was
10.4 %. In the selected population 20.8 % of heterozygotes were represented.

The results of the study show approximately one fifth of the tested dogs
are heterozygous carriers. Findings of other studies confirm there are generally
more heterozygotes than homozygotes in which the disease is manifested during
life. However, if this fact is not clearly taken in consideration, the number of sick
dogs can rapidly increase during short period of time.

In the future, it would be appropriate to adopt measures which would definitely
eliminate the occurrence of the mutated allele. These measures could include
genetic tests that reliably reveal hidden carriers (heterozygotes) in predisposing
breeds. Heterozygotes may increase the representation of this allele

in the population. This leads to an increase in the number of diseased animals.

Keywords: dog, hereditary disease, progressive retinal atrophy (PRA), progressive

rod-cone degeneration (prcd), PCR-RFLP
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1. UVOD

Mezi prvni domestikovand zvifata patfi jednoznacéné pes. Neodmyslitelné
je spjat s clovékem uz po desetitisice let. Psi byli a nadale jsou vyuZivani
k nejriznéjsim cinnostem. Naptiklad pomadhaji pfi ochrané majetku, myslivosti,
pastvé dobytka, ddle jsou prospésni ve sluzbdch policie, zachranari a v posledni
dobé i v nemocnicnich zafizeni, kde se uplatiiuje canisterapie. Pfredevsim ale hraji
nezastupitelnou roli jako spolecnici.

V navaznosti na to se vyslechtil velky pocet nejrlznéjSich plemen, ktera
odpovidaji pozadovanym vlastnostem. V soucasnosti je uzndvano Mezinarodni
kynologickou federaci (FCI) pfiblizné 350 plemen psi a mnoho dalSich je stale
neuznano. Psi se fadi mezi zvifata s obrovskou morfologickou rozmanitosti i pres to,
Zze pochazeji z uzkého genetického zdkladu. VétSina soucasnych plemen spada
do tzv. modernich plemen, jez vznikala v pribéhu poslednich dvou stoleti. Avsak
jsou i plemena, kterd maji velmi dlouhou historii a tradici chovu.

Aktudlnim problémem ve vSech chovech psl jsou dédi¢na onemocnéni. Mnoho
z nich vzniklo pravé béhem rozsahlého proslechtovani. Pocet kongenitalnich nemoci
vyskytujicich se u psl neustdle stoupa. V dnesni dobé jich je popsano nékolik stovek
a dochazi se k zavéru, Zze zadné plemeno neni prosté dédi¢nych vad a chorob.

Jednd-li se o kongenitalni onemocnéni podminéné recesivni alelou,
pak se samoziejmé vyskytuje pouze u recesivnich homozygotl. Problém vsak
nastavd v pripadé heterozygotl, ktefi se klinicky jevi jako zdravi jedinci,
ale geneticky jsou postizeni. Stavaji se tak nositeli vlohy, ¢imZz se u nich defekt
¢i choroba fenotypové neprojevuje, ale u potomstva by pravdépodobné mohlo.
U postizenych plemen by tak bylo bezpochyby ucinné provadét diagnostické testy
DNA a zaroven praktikovat vhodné Slechtitelské programy.

Diplomova prace se zabyva nejcastéjSim dédicnym onemocnéni oci u ps,
progresivni retindlni atrofii (PRA). Vyzkum je zaméren na jednu zforem PRA,
degenerace tycinek a Cipkl (prcd). Vysledky analyz tohoto onemocnéni u psl jsou
podstatné, jelikoz se mohou nékteré poznatky Uspésné aplikovat v oblasti studie

dédi¢né slepoty u ¢lovéka (retinitis pigmentosa).
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2. CiL PRACE

Cilem diplomové préace je vypracovani analyzy mozného genetického zalozeni
vybrané dédi¢né choroby oci u psli se zamérenim na progresivni retinalni atrofii
(PRA), kdy dochazi k degeneraci tycinek a Cipku (prcd).

V teoretické ¢asti prace je vytvoren literarni prehled, v némz jsou popsany
pfiznaky, diagnostika, |écba a predpokladané genetické zalozeni ocni choroby.
Dale jsou zde struéné vysvétleny principy molekularné-genetickych metod pouzitych
v praktické ¢asti diplomové prace.

V praktické casti prace je popsan postup metodiky pro provedeni analyzy
mozného genetického zaloZzeni PRA-prcd. Ze vzork( biologického materidlu vybrané
populace pstd v poctu 120 jedinch se vyizolovalo DNA. Nasledné se vzorky DNA
zpracovavaly pomoci molekularné-genetickych metod (PCR-RFLP) a sestavily
se genotypy ve sledovaném lokusu s potencidlnim vztahem k vyskytu progresivni
retindlni atrofie typu poskozeni tycinek a Cipkd (prcd). Na to navazuje statistické
vyhodnoceni ziskanych vysledk( analyzy.

V zavéru diplomové prace je shrnuti ziskanych vysledk(l a doporuceni
praktickych chovatelskych opatfeni u jedincli s prokdzanymi genetickymi

predpoklady pro vyskyt ¢i prenos progresivni degenerace tycinek a Cipkl (PRA-prcd).
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3. LITERARNI PREHLED

3.1 Struktura genu a genomu

Béhem poslednich nékolika desetileti se intenzivné pracuje na presném
rozlusténi genetickych informaci, které by mohly byt klicem napfiklad k objasnéni
evoluce, pochopeni embryondlniho vyvoje, vysvétleni vyskytu zavaznych chorob
a mnoho dalsiho. Dulezité jsou poznatky v oblasti struktur genomu a genu.

Existuje nékolik definic pro tyto pojmy. Obecné zndma je definice, kdy gen
je zékladni jednotka genetické informace ci urcity usek DNA (sekvence nukleotid()
na chromozomu. Vyssi jednotkou je genom, ktery je definovan jako kompletni
sestava genU organizmu (Brown, 2007). Dale to také muize byt odborné oznaceni
pro soubor veSkerého genetického materidlu buriky, jedince, druhu a vysSich

taxonomickych kategorii (Hruban a Mazlik, 2000).

3.1.1 Struktura savciho genomu

Studium lidského a zvifeciho genomu se odviji od komplexni znalosti struktury
genomu eukaryot. Hlavni genom savcll se nachazi v bunééném jadre. Dale existuje
jesté genom vedlejsi neboli cytoplazmaticky, ktery je uloZzen v mitochondriich. Savci
genom se skldada z genli majicich kodujici funkce a z nekddujicich DNA sekvenci.
Z velké ¢asti (az kolem 95 %) je genom tvoren pravé nekédujicimi sekvencemi DNA.
Zbyvajici ¢ast genomu je zastoupena strukturnimi geny, jeZz nesou genetickou
informaci pro syntézu polypeptidovych fetézc. Pocet strukturnich genl u savcl
je odhadovan na pfiblizné 100 000 v zavislosti na velikosti genomu daného druhu.

Kazdy gen ¢i anonymni nekddujici sekvence ma na chromozomu své specifické
misto, které je vétSinou stdlé, i kdyZ jsou zndmy i vyjimky. Toto misto se odborné
nazyva lokus. Zminéné wvyjimky jsou transpozibilni elementy, kterym
se pfipisuje uUloha vzniku vétsi genetické variability a vyznam v ramci evoluce

(Gazdova, 2007).

3.1.2 Struktura savciho genu
Gen jakozto zakladni funkéni jednotka dédi¢nosti nese genetickou informaci
pro jeden polypeptidovy retézec. Tato charakteristika odpovida hledisku

molekuldrni genetika. Z pohledu klasické mendelistické genetiky je gen chapan jako
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jednotka genetické analyzy, jez se pouziva u dédi¢nych znakl, u kterych
je objasnéna jejich pribliznd lokace na chromozomu, ale neni znam jejich
polypeptidovy produkt. Soucasné pouzivané definice uvadéji, ze strukturni gen
je sekvence nukleotidl nesouci genetickou informaci, jeZz po transkripci a translaci
fidi jeden polypeptidovy retézec (Snustad a Simmons, 2010). Strukturni geny maiji
rGzné velikosti. Podle tohoto kritéria je Ize délit do nékolika skupin. Malé geny jsou
velké priblizné okolo 500 bp. Velikost stfednich a velkych genli se pohybuje
v rozmezi 1200 az 20 000 bp. Posledni skupinou jsou obfi geny, kdy jejich velikost
dosahuje az ke 2 miliénim bp (Hruban a Majzlik, 2000).

3.1.3 Struktura psiho genomu

Dédicné informace jsou u psl uloZeny v 78 chromozomech, tedy v 39 parech
(Prochdzka, 2005). Pes ma ve srovnani sclovekem méné genl, presnéji
20439. Ty Cini pouze 5 % celé DNA a vétsi ¢ast DNA nic nekdduje
(Dostal, 2007).

Pes je patym savcem, u kterého byl analyzovan genom, jehoz velikost je 2,4 Gbp
(Kirkness a kol., 2003). Pro porovnani genom mysi je o velikosti 2,5 Gbp
(Waterston a kol.,, 2002) a velikost lidskému genomu ¢cini 3,1 Gbp
(Peter, 2005). To znamena, Ze psi genom je o0 18 % mensi nez genom ¢lovéka a 0 6 %
mensi nez u mysi. Ve struktufe genomu se objevuji repetitivni sekvence, jejichz
podil je zhruba 31 %, to je opét méné neili u lidského genomu (46 %)
a genomu mysi (38 %) (Kirkness a kol., 2003). Nejbéinéji se objevujicim
mikrosatelitnim motivem genomu psa je (CA/GT)n. Pro mapovani maji velky vyznam
zejména tetranukleotidové repetice (GAAA),, které se vyskytuji v celém genomu
a vykazuji vysokou hladinu polymorfizmu (Francisco a kol.,, 1996). Délka
mitochondridlniho genomu je pfiblizné 16,7 kbp a zahrnuje regulaéni oblasti
13 ORFs, 22 gent pro tRNA a 2 geny pro rRNA (Kim a kol., 1998).

V soucasné dobé jsou uverejnény vysledky dvou projektl, jez se zabyvaly
sekvencemi genomu psa. Prvni provedl americky genetik J. C. Venter na svém
pudlovi, kdy jeho sekvence genomu byla pouZita pfi vyzkumu ocnich chorob
a pomohla pfi porozuméni vzniku dalSich onemocnéni (Whitfield, 2003). Ve druhém

projektu k ziskani genomovych sekvenci figurovalo plemeno boxer (Lindblad, 2005).
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3.2 Dédi¢na onemocnéni psu

Chovatelé vyZaduji vramci chovu, aby psi splfiovali jejich urcité pozadavky.
psy nevyjimaje, je vyborny zdravotni stav (Svoboda a kol., 2000). Chovatelsky tlak
na specifické vlastnosti pst dal vzniknout vice nei 400 plemenlm (véetné
neuznanych), jez se vyuzivaji k nejriznéjsSim cinnostem (Dostal, 1995). Plemena
je moiné délit podle nékolika kritérii. Nejbéinéjsi zplsob je zarazeni plemen
do deseti skupin podle nomenklatury FClI (Mezinarodni kynologické federace).
Plemena psU je moiné délit i do Ctyr genetickych skupin na zakladé analyzy
mikrosatelitd DNA:

1 - ancestralni plemena nejblizsi vik(iim;

2 - molossoidni plemena, némecky ovcak;

3 - ovéacka plemena, barzoj, irsky vikodav, greyhound a svatobernardsky pes;
4 - ostatni, hlavné loveckd plemena evropského pivodu (Cisarovsky, 2008).

Béhem Slechténi psG vznikla fada standardd plemen. Systém chovu
do nedavné doby prehlizel extrémni vyklad standard(l, coZ negativné ovliviiovalo
kvalitu Zivota pst ¢i dokonce bylo pri¢innou vzniku rlznych dédi¢nych chorob.
V dnesni dobé se Slechtitelské kluby snazi tuto skutecnost napravit a poupravuji
standardy tak, aby se odstranily nejhorsi nasledky dlouhodobého Sslechténi
(Fogle, 2005).

Téz na zdkladé nevhodnych metod plemenitby se rozsifilo mnoho vrozenych
vad. Napfriklad pribuzenskd plemenitba prokazatelné zvysSuje riziko vyskytu
dédi¢nych nemoci (Wachtel, 1998). V praxi by se bezpochyby uplatnilo opatreni,
kdy by kazdé chované zvire mélo omezeny pocet vrhi. SniZila by se tim Sance
prenosu nemoci na potomky a ddle by to pfispélo k navyseni genetické variability
populace, cozZ je v chovech Zadouci (Leroy, 2011).

Dédicné onemocnéni je definovdano jako nemoc vznikajici odchylenim
ve sloZzeni DNA (tj. mutaci) v burikach zarodecné linie. Pfendsi se tedy gametami
zgenerace na generaci. Komplikace zplsobené mutaci se mohou projevit
uz béhem prenatalniho vyvoje a nékdy mohou byt i pficinou embryonalni mortality.
V pfipadé, Ze se jedinec narodi s trvalym poskozenim, se hovoti o kongenitalnim
Cili vrozeném onemocnénim (Svoboda a kol., 2000).
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V soucasnosti je evidovdno pfiblizné 500 dédi¢nych chorob. Pouze kolem
desetiny jich je dokonale objasnéna az na molekularni Urovni, kdy je u nich popsana
kauzalni mutace DNA (Dostal, 2007).

V neddvné dobé vznikly specialni databaze dédi¢nych chorob psi, které slouzi
jako informacni zdroj pro majitele, chovatele a veterindrni |ékafe. Nejznamé;jSimi
databazemi jsou Canine Inherited Disorders Database (CIDD), Inherited Diseases
in Dogs (IDID) a Online Mendelian Inheritance in Animals (OMIA) spolupracujici
s databazi Listing of Inherited Disorders in Animals (LIDA). Tyto databaze poskytuji
struény prehled dédi¢nych onemocnéni a defektll vcetné zplsobu dédi¢nosti

a predispozice danych plemen (Nicholas a kol., 2011).

3.2.1 Dédicnost nemoci

Pti sledovani dédi¢nych defektl a chorob je potfeba vénovat pozornost zejména
jejich genetické podstaté. Od toho jsou nasledné vyvozovany zpUsoby jejich ucinné
selekce v chovech (Dostal, 1995).

Dédic¢nost Ize délit podle nékolika kritérii. Z pohledu poctu zucastnénych gend
se rozliSuje dédi¢nost monogenni, polygenni a multifaktoridlni. Monogenni
dédi¢nost je podminéna pouze jednim genem velkého ucinku, tj. majorgenem.
U polygenni dédi¢nosti se na vysledném znaku podili vice gend malého Gcinku
tzv. minorgeny. V pripadé multifaktorialni dédi¢nosti, kdy plsobi vice gen(, se musi
brat jesté v potaz negenetické faktory.

Dalsim hlediskem muze byt uloZzeni genl na dvou rtznych typech chromozomd.
Pohlavni chromozomy se odborné nazyvaji gonozomy a nepohlavni jsou autozomy.
Jelikoz mda samci a samici pohlavi rozdilnou kombinaci pohlavnich chromozomd,
neni dédicnost genl na nich uloZenych pro obé pohlavi stejnd. Naopak dédi¢nost
genu z nepohlavni chromozom je stejnd pro obé pohlavi. Na zakladé toho se déli
dédi¢nost na autozomalni a gonozomaini.

Je nutno zminit, Ze ani vztahy mezi alelami, konkrétnimi formami genu, nejsou
Uplné rovnocenné. V tomto pripadé se vychazi z dominance a recesivity, kdy se déli
dédi¢nost na dominantni a recesivni (Sipek a kol., 2008 - 2016).

U monogennich dédi¢nych chorob je nejlépe odhalitelny autozomadlné

dominantni typ dédi¢nosti, pro ktery plati klasické Mendelovy principy. Je trfeba
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podotknout, Ze striktni klasifikace na dominantni a recesivni neni vidy zcela
jednoznaénd a neménna (Hatina a Sykes, 1999).

U autozomalné recesivnich i dominantnich dédi¢nosti plati stejnd pravidla pro
obé pohlavi, protoZze jsou podminény geny, jeZz jsou uloZeny na nepohlavnich
chromozomech (Sipek a kol., 2008 - 2016).

Autozomalné recesivni dédicnost

Recesivni alela se fenotypové projevuje pouze v pfipadech, jedna-li
se o recesivniho homozygota vlastniciho obé recesivni alely pfislusného genu.
Recesivni homozygot je postizen onemocnénim a pfenasi na dalsi generace pouze
mutovanou alelu. Potomci recesivnich homozygotll jsou vidy alespon prenaseci
onemocnéni, pokud druhym rodi¢em byl naopak dominantni homozygot tedy zcela
zdravy jedinec. Skryty heterozygotni prenasec je v chovech velké riziko, jelikoz
se fenotypové jevi jako zdravy, ale pfitom nese mutovanou alelu. Pokud jsou oba
rodice heterozygotni prenaseci, narodi se jim v 50 % pripadd potomek téz prenasec
a se stejnou pravdépodobnosti 25 % se mulze narodit zdravy (dominantni
homozygot) i nemocny potomek (recesivni homozygot) (Sipek a kol., 2008 - 2016).
Autozomalné dominantni dédi¢nost

Dominantni alela zna¢né pusobi na vznik choroby. Nemocny rodic¢ vidy predava
svou dominantni alelu na potomka, u kterého se zpravidla dané onemocnéni
projevi. Avsak dominantni dédi¢nost je Uplna a nelplna. V pfipadé uplné dominance
staCi pouze jedna dominantni alela krozvoji onemocnéni v plném rozsahu.
Fenotypové rozliSeni heterozygota od dominantniho homozygota neni moiné.
V klinické genetické praxi se ¢astéji objevuje nedplné dominantni dédi¢nost, pti niz
je moznost rozliSit heterozygotniho jedince od dominantné homozygotniho. Klinicky
stav je totiZ vpfipadé dominantniho homozygot zavainéjsi (Sipek a kol.,
2008 - 2016; Svoboda a kol., 2000).

Gonozomalné dominantni a recesivni dédi¢nost

Tato dédi¢nost je vazanad na geny uloZené na pohlavnich chromozomech,
pohlavnich chromozomech. U savcll jsou samice homogametni (XX) a samci jsou
heterogametni (XY). Klinicky vyznamné jsou zpravidla geny uloZzené na chromozomu
X. Casté&ji jsou gonozomalnimi dédi¢nymi chorobami postizeni samci vlastnici pouze

jeden chromozom X (Sipek a kol., 2008 - 2016).
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3.3 Oko psa a jeho dédicné choroby

V poslednich nékolika letech se zajem chovatel(l a chovatelskych klub( stale vice
zaobira problematikou a dédicnosti zdravi psi. Celd fada onemocnéni oka
ma genetické predispozice, které je nezbytné vchovech psi peclivé sledovat

a zkoumat.

3.3.1 Anatomie a fyziologie oka

Oko je umisténo v ocnici neboli v o¢nim dulku. Hloubka uloZeni se lisi nejen
u jednotlivych druhl zvifat, ale i v ramci plemen jednoho druhu. Celkovy vzhled
oCi je ovlivnén pravé hloubkou uloZeni oka, ddle stavbou ocnich vi¢ek a tvarem
oka (Duchkova, 2007).

Oko je tvoreno oclni kouli (bulbus oculi), do které vstupuje zrakovy nerv
a pridatné o¢ni organy (organa oculi accessoria), jimiz jsou ocni vicka, spojivky, slzny
aparat a okohybné svaly.

Oc¢ni koule se sklada ze tfi odlisSnych vrstev - fibrézni, vaskuldrni a nervové.
Fibréozni vrstvu oka utvari vazivovy obal spodpdrnou funkci, jehoZ soucasti
je prahlednd rohovka prechazejici v bélimu. Vaskularni vrstvu predstavuje cévni
obal, ktery je sloZzen zcévnatky, rostralné umisténého fasného télesa
a centralné uloZzené duhovky. Hlavni ¢3asti vnitfni nervové vrstvy oka je sitnice, ktera
je citliva na svétlo.

Rohovka (cornea) nachdzejici se v predni ¢asti bulbu umoziiuje vstup svétla
do nitra ocni koule. Zvétsenim poméru povrchu rohovky k bélimé se dosahne vétsi
propustnosti pro svétlo. Zvirata s no¢ni aktivitou ve srovnani se zvifaty dennimi maji
pomérné vétsi plochu rohovky. U psa jakoZto zvifete s denni aktivitou prfedstavuje
rohovka pfiblizné 17 % povrchu ocni koule (Reece, 2011). Bélima (sclera) tvofi
ochranny obal pro hlubsi vrstvy oka a v zadni ventrolateralni ¢asti je prodéravéna
drobnymi otvory, kterymi prochazi vlakna zrakového nervu ze sitnice
(Marvan a kol., 2011).

Cévni obal je tenka vazivovad blanka, ve které je uloieno velké mnoZstvi
cév a pigment0. Uvealni trakt zahrnuje cévnatku, rasnaté téleso a duhovku. V zadni

Casti cévniho obalu se nachazi cévnatka (chorioidea), jez vpredu prechazi v fasnaté

téleso (corpus ciliare). Na rasnatém télesu je upevnéna pomoci zavésného aparatu
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¢ocka. Duhovka (iris) je zbarvend ¢ast oka ovliviiujici mnozstvi svétla, které muze
do oka proniknout. Duhovka je umisténa tak, Ze rozdéluje prostor mezi rohovkou
a Cotkou na predni a zadni ocni komoru. Otvor duhovky o rlzné velikosti
se oznaCuje jako zornice. Zornice (pupila) ma u psG kulaty tvar (Lenska, 2008;
Marvan a kol., 2011; Reece, 2011).

Cocka (lens) je bezbarvd a neobsahuje cévy ani nervy. Cocka je uloZena
za zornici a pti akomodaci méni svij tvar. Sklivec (corpus vitreum) je Cira rosolovita
hmota tvofena z98 % vodou. Vyplhuje prostor mezi c¢ockou a sitnici oka

(Marvan a kol., 2011).
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1 - cévnatka; 2 - sitnice; 3 - sklivec; 4 - bélima; 5 - o¢ni nerv;
6 - Fasnaté téleso; 7 - zadni o¢ni komora; 8 - ¢ocka; ¢ - zornice;
10 - duhovka; 11 - predni o¢ni komora; 12 - rohovka;

13 - Fasnaté téleso

Obrazek 1: Stavba oka psa (Dancova, 2015)

Pro tuto praci je nejzdsadnéjSi Casti oka sitnice. Sitnice (retina) je vnitfni
inervovana vrstva oka. Sklada se z deseti vrstev. Retina ma zrakovou a slepou ¢ast.
Zrakova Cast je tvorena svétloCivnymi bunikami. Jedna se o fotoreceptory, tj. tyCinky
a Cipky, jez jsou umistény blizko zevniho povrchu sitnice. Lze je obecné oznacit jako
fotoreceptorové buriky, které preménuji svétlo na nervovy impulz. Tycinky slouzi
k ¢ernobilému vidéni a Cipky jsou pfizplsobené pro vidéni barevné. U dennich zvirat
prevldada pocet tyCinek nad poctem cCipkl. Tycinky jsou vysoké a stihlé burnky,

v jejichz vybézku je uloZen rodopsin (zrakovy purpur). Jedna se o latku bilkovinné
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povahy, kterd ma funkci specifického svételného stabilizatoru. Cipky maji podobnou
stavbu jako tycinky, ale jsou celkové kratsi, robustnéjSi a neobsahuji rodopsin.
Vmezerené bipolarni neurony spojuji tyéinky a Cipky s gangliovymi burikami. Ty jsou
uloZeny ve vnitini vrstvé sitnice. Neurity gangliovych bunék tvofi po vystupu z oka
zrakovy nerv, jenz konéi podkorovych centrech mozku. V sitnici se vyskytuji
i podplirné neurogliové bunky. Slepd skvrna sitnice je misto, kde z oka vystupuje
zrakovy nerv. Nedochazi zde k recepci, protozZe tu nejsou pritomny tycinky ani Cipky.
Fuscin zpUsobuje ¢erné zbarveni sitnice. To napomaha absorpci svétla a zabranuje
vnikani nekontrolovanych svételnych odrazd, které pronikaji do ostatnich ¢asti oka

(Marvan a kol., 2011; Reece, 2011).

3.3.2 Prehled nejcastéji se vyskytujicich oc¢nich vad

Neziskovd organizace CERF (Canine Eye Registry Foundation) je jednou
z nejvyznamnéjsich svétovych organizaci zabyvajici se genetickou vazbou dédi¢nych
ocnich vad u psl. Od roku 1974 shromazduje informace o genetické predispozici
vSech plemen (Beranek, 2001).

Na prvnim misté v fadé dédi¢nych chorob oka stoji jednoznacné onemocnéni
sitnice, které je odborné oznafovano jako progresivni retinalni atrofie (PRA)
(vice v kapitole 3.4 - Progresivni retinalni atrofie). Obdobou je kongenitalni
stacionarni nocni slepota (CSNB) u briardd.

Dalsim velmi ¢astym onemocnénim postihujici vice nez 70 plemen je katarakta
¢ili vrozeny Sedy zakal, ktery ma mnoho forem. Sedy zdkal se vidy vyviji
oboustranné, i kdyz na kazdém oku muze byt pribéh jiny. Podle toho, zda neni,
Ci je soucasné pozorovan i jiny defekt oka, se hovofi o primarni nebo sekundarni
katarakté (Dostal, 2007).

Anomdlie oka kolii (CEA) je onemocnéni projevujici se rlznym stupném
poskozeni dulezitych casti oka. Kolie v USA pry trpi genetickymi poruchami
oka v 70 % (Wachtel, 1998). Toto onemocnéni se tyka i pfibuznych plemen.

Pfi onemocnéni primarni luxaci ¢ocky dochazi k uvolnéni ocni Cocky ze své
pozice vedouci aZ k oslepnuti (Beranek, 1998).

Dale jsou dédicné nemoci jako je glaukom (zeleny ocni zakal), hemeralopia

(denni slepota) nebo perzistujici papilarni membrana (Dostal, 2007).
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3.3.3 Vysetreni oka a genetické testy

Kazdé veterindrni vySetfeni by mélo nejprve zacdinat podrobnou anamnézou.
Ze ziskanych informaci lze totiz presnéji stanovit diagnézu. Veterinarni lékar
se zpravidla dotazuje na dosavadni prabéh a vyvoj onemocnéni ¢i jakych zmén
si majitel vSiml pfi nasazeni terapie. VétSinou jsou dodrzovany postupy, které
udavaji predem vytvorené dotazniky nebo protokoly. Nezbytnosti pro vyhodnoceni
vySetteni je znalost plemennych predispozic.

Klinické vySetfeni ocnich struktur je nutné provadét vidy s celkovym vySetfenim
zvifete pro mozinost manifestace celkovych systémovych onemocnéni na ocnim
bulbu. Nelze opomenout periokuldrni vysSetfeni véetné posouzeni stavu nozder.
Zpravidla se posuzuje charakter orbity obou oci, o¢ni reflexy, vicka véetné jejich
okraju, treti vicko, spojivka, rohovka, pfedni o¢ni komora, iris, pupila, ¢ocka, sklivec,
fundus i nitroo¢ni tlak. Dale se nékdy zaméruje i na pupildrni, vickovy a kornealni
reflex.

Mezi zdakladni vySetfovaci techniky oci u psl patfi vySetfeni s pouzitim
svételného zdroje, barvici techniky, oftalmoskopie, cytologie, Schirmerav slzny test,
prachodnost nazolakrimdlni duktu, tonometrie a gonioskopie.

Ke specifické oftalmologické diagnostice se vyuzivd metod jako je vysetreni
Stérbinovou lampou, rentgenologie, dakryocystorinografie, orbitalni venografie,
pocitacova tomografie a magnetickd rezonance, elektroretinografie (ERG),
ultrasonografie, paracentéza a fluorescencni angiografie (Svoboda a kol., 2000).

Pro posouzeni dédicného onemocnéni progresivni degenerace tycinek a Cipkd
sitnice se béiné vyuzZiva oftalmoskopie a elektroretinografie. ERG se povaZuje
za Ucinnéjsi oftalmologické vysSetfeni, které odhali onemocnéni podstatné drive
(Beranek, 1998).

V soucasnosti se pfistupuje k diagnostice dédi¢nych chorob a vad i pomoci
genetickych testl. Ty jsou prlkazné i v pfipadé prenasecli daného onemocnéni.
U nékterych plemen se dokonce toto vy$etfeni vyzaduje. V CR je pouze geneticka
laboratof Genomia s.r.o., kterd se touto problematikou zaobirda a spolupracuje

se zahrani¢nimi laboratoremi jako je napftiklad OptiGen® (USA).
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3.4 Progresivni retinalni atrofie (PRA)

Progresivni retindlni atrofie je dédicné onemocnéni majici za ndsledek
odumirani svétloCivnych bunék sitnice, coz v pozdéjsSim véku konci neodvratné
oslepnutim postizeného psa. Onemocnéni lze rozlisit do dvou forem. Prvni forma,
oznafovana jako generalizovand, se odborné nazyvd primarni retinalni dystrofie
typu | ¢i periferni progresivni retinalni atrofie. Druhd forma se odborné
pojmenovava primarni retindlni dystrofie typu Il neboli centrdlni retinalni atrofie.
Ackoliv se oba tyto typy PRA dédi odlisné, ¢imz lze fici, Ze se jednd o dvé samostatna
onemocnéni, jsou bézné shrnovana pod jednotny nazev.

Progresivni retinalni atrofie typu | se vyskytuje hromadné v nékterych liniich psa
rozliSnych plemen. Poprvé byla popsdana u gordonsetrl zanglického chovu
ve Svédsku na zacatku 20. stoleti. Pozdé&ji bylo toto onemocnéni odhaleno také
u irskych setrd, stfednich a trpasli¢ich pudll, kokrspanéll, Springrspanél(i, norskych
losich psl, dlouhosrstych trpaslicich jezevcik(, foxteriérd, jorkSirskych teriérd,
kernteriérq, tibetskych teriér(, sealyham teriért, drentskych dlouhosrstych oharq,
velskorgi cardigan a mnoho dalSich. PRA typu Il byla poprvé popsana az o 50 let
pozdéji, vroce 1954. Objevuje se spiSe sporadicky ¢i plosné v nékterych liniich
zvlasté u labradorskych a zlatych retrivrl, plemen odvozenych od kolii, pudld,
vzacnéji u némeckych ovéakl a boxerl. Poznatky z praxe nasvédCuji tomu,
Ze se obé vySe zminéné formy nevyskytuji soucasné. Nicméné obé formy nejsou
zdaleka tak podrobné popsany, aby bylo zcela objasnéno vsSe podstatné

(Suchy, 2006).

3.4.1 Popis a priznaky onemocnéni

Obecné lze Fici, Ze progresivni retinalni atrofie je defekt oka, kdy dochazi
k postupné degeneraci vrstvy bunék sitnice. Je znamo vice forem atrofie sitnice.
Formy uvedené vyse (periferni a centralni) vychazeji z oblasti prvotniho vyskytu
degenerace a jakym smérem se poskozeni posunuje. Periferni atrofie se projevuje
nejprve na obvodu sitnice a postupné se rozsifuje smérem do centrdlnich casti.
Centralni forma okamzité zasahuje stfedovou cast retiny.

U vSech plemen psu jevi formy PRA urcité spoleéné charakteristické priznaky.

Nejdrive postizeni psi vykazuji stejny symptom, kterym je nedostatecné noéni vidéni
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(nyctalopia, nocni slepota). Postupem casu se jejich stav zhorSuje, problémy se
zaCnou objevovat i pfi dennim vidéni, aZ dojde k Uplnému oslepnuti. Proces obvykle
postupuje pomalu a mGZe trvat mésice i roky. Vzdy jsou postizeny obé o¢i. Casto
je toto onemocnéni spojovano s vyskytem katarakty Cili Sedym zakalem ocni ¢ocky

(Dostal, 2007).

3.4.2 Formy progresivni retinalni atrofie

Zpravidla maji formy PRA podobné priznaky, ale maji rozdilny pribéh a jsou
zpUsobeny mutaci rlznych gen(. Tyto poruchy sitnice je mozné rozdélit podle véku
projevu na ¢asnou a pozdni formu (Mellersh, 2014).

Casna forma (early-onset), nékdy také oznacovdna jako vyvojovd forma PRA,
vyplyva z abnormalniho vyvinu tycinek a Cipkd v postnatalnim obdobi. Jedna se tak
o dysplazii fotoreceptorli, kdy dochdazi ke strukturdlnim zménam svétlocivnych
bunék oka (Parshall a kol., 1991). Podle rychlosti téchto zmén a odliSnych pribéh
ztraty zraku se ¢asné formy jesté déli rychlé a pomalé (Dostal, 2007).

Formy postupujici rychleji jsou:

= erd (early retinal degeneration) - rana degenerace sitnice;

* rcd1 (rod-cone dysplasia 1) - dysplazie tyCinek a Cipkl 1, kdy je pri¢inou inzerce
44 bazi do struktury DNA genu RPGRIP1 (Mellersh a kol., 2006);

* rcd2 (rod-cone dysplasia 2) - dysplazie tycinek a Cipk( 2;

* rcd3 (rod-cone dysplasia 3) - dysplazie tycinek a Cipkl 3;

a mezi pomalejsi formy, jeZ postihuji jedince stfedniho stafi se fadi;

= pd (photoreceptor degeneration) - dysplazie fotoreceptor(;

* rd (rod dysplasia) - dysplazie tycinek.

Pozdni forma (late-onset) je nasledkem degenerace fotoreceptord, jez byly
normalné vyvinuty. Choroba md pozvolny prabéh a jeji vyvoj je specificky dle
zasazené oblasti sitnice. Mezi degenerativni formy PRA patti:

* prcd (progressive rod-cone degeneration) - progresivni degenerace tycinek
a Cipku, podrobnéji popsana v kapitole 3.5;
* XLPRA (X-linked progressive retinal atrophy) - PRA dédi¢né vadzand na samici

pohlavi. Vyskyt XLPRA byl doposud odhalen jen u dvou plemen (sibifsky husky,
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samojed). Mutace zpUsobujici toto onemocnéni byla popsdna v kandidatnim genu

na lokusu X chromozomu (Aguirre, 2001; Mellersh 2014).

3.4.3 Diagnostika

Nemoc je Casto odhalena az ve vy$sSim véku, kdy uz nemocny pes po sobé
zanechal potomstvo, které muZe byt taktéZ postizeno. Prvni pfiznaky vyskytu
se objevuji vrGzném véku v zdvislosti na plemeni. Napfiklad u dlouhosrstych
jezevciku se obvykle projevi uz ve stari 12 mésicl, u anglickych ohatd ve stafi 2 let
a u miniaturnich pudld az ve véku 6 - 9 let. AvSak uvedena stafi jsou pouze
orientacni a mohou se lisit pfipad od pfipadu (Dostal, 2007).

Obvykle byva diagnostika provadéna klinickym vysSetfenim oka, ale to nemusi
vidy onemocnéni okamZzité prokazat. V soucasnosti je zndmo, Ze zmény na sitnici
se odhali elektroretinograficky podstatné dfive, nez se vlbec dostavi prvni klinické
problémy se zrakem a také mnohem dfive nez pfi oftalmoskopickém vysetfeni
(Beranek, 1998; Clements a kol., 1996). Nékteré formy je uz v dneSni dobé mozné
odhalit pomoci genetickych testl. Testy spolehlivé rozlisi, zda se jedna o pozitivni
a negativni jedince, ale predevsim odhali heterozygoty, jez jsou nosic¢i sledované
alely. Bezesporu jsou testy nejvhodnéjsim diagnostickym prostfedkem, ktery pfinasi

jasné vysledky a provadi se pouze jednou za Zivot jedince (Genomia, 2008 - 2016).

3.4.4 Lécba

Ve vétsiné pripadl nelze toto onemocnéni |écCit, proto je nutné sledovat jeho
vyskyt v chovech a snazit se je eliminovat.

Bylo vsak zjisténo, Ze u irskych setrli je mozné defekt |écCit. PostiZzeni jedinci trpi
nedostatkem enzymu, jez se nazyva cGMP fosfodiestraza. Enzym je potrebny
pro zajisténi normalniho metabolismu v bunkach sitnice. Jeho pulsobeni
prokazatelné zpomaluje degeneraci sitnice. Enzym je slozen z nékolika katalytickych
subjednotek (a, B, Y, 6), kdy pfi jakékoliv genetické zméné, jejiz vysledkem
je strukturalni zména v jakékoliv subjednotce, znamend zménu v aktivité enzymu
a nasledné problémy se zrakem. Studie této choroby je velice vyznamna3, jelikoz

princip onemocnéni je u lidi a psli totozny (Dostal, 2007).
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3.4.5 Predpokladané genetické zaloZeni
Formy progresivni retindlni atrofie jsou z hlediska genetické kontroly vyvoje
onemocnéni zndmy jako autozomdlné recesivni, autozomalné dominantni a vazané

na pohlavi (X chromozom) (Kijas a kol., 2002).

3.5 Progresivni degenerace tycinek a ¢ipka (prcd)

Pozdni forma PRA, oznacovana jako progresivni degenerace tyCinek a CipkU
(PRA-prcd; progressive rod-cone degeneration), je jednou z mnoha forem defekt(
retiny. Jednotlivé vady sitnice byly uz zminény v kapitole vyse (3.4.2).

PFi tomto onemocnéni nejprve odumiraji tycinky, ¢imz dochazi ke zhorseni zraku
za Sera, proto se mezi prvni symptomy povazuje Seroslepost. DalSim priznakem
je rozsiteni zornic nemocnych pst i pfi prfimém dopadu svétla do oka
(pfi fotografovani psovi vyrazné sviti oCi). Ddle dochazi i ke zhorSeni periferniho
vidéni. Pozdéji za¢nou degenerovat na sitnici také Cipky. Posledni fazi onemocnéni
je uplna ztrata zraku, které jesté mize predchazet Sedy zdkal ¢ocky (katarakta).
Degenerace neprobiha rovnomérné po celé sitnici. Spodni ¢ast sitnice je postizena
dfive a mnohem intenzivnéji, ackoli to pfi vySetfeni oftalmoskopem nebyva zifejmé
(Beranek a Vit, 1995).

PRA-prcd je autozomalné recesivni dédi¢na vada, kdy lokus objasnujici prcd
byl zmapovan na psim chromozomu 9 (CFA9) (Dostdl a kol., 2011).

Mezi plemena s predispozici se fadi anglicky a americky kokrSpanél, miniaturni
a toy pudl, labradorsky retrivr, portugalsky vodni pes, australsky hondacky pes,
chesapeake bay retrivr, Nova Scotia duck tolling retrivr a u mnoha dalsi plemen
se predpokladaji (Petersen-Jones, 2005; Gough a Thomas, 2004).

Onemocnéni se da klinicky rozpoznat pfi dospivani psa. Klinicka diagnéza
PRA-prcd se provadi pomoci elektroretinogramu (ERG) ¢&i  oftalmoskopii.
Elektroretinogram odhali postizené jedince mnohem dfive neZ oftalmoskopie.
Napriklad u pudll ERG ukazuje postizeni mezi 9. aZz 12. mésicem véku,
ale oftalmoskopie az ve 3 az 5 letech. Pouziti ERG testu byva pfi stanoveni prcd
presné. Klinické vySetreni je nutné provadét nékolikrat v pribéhu Zivota, aby mohlo

byt onemocnéni podchyceno (Beranek a Vit, 1995). Spolehlivou metodou diagndzy
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je geneticky test, ktery staci provést pouze jednou za Zivot jedince a prindsi jasny

a neménny vysledek (Genomia, 2008-2016).

Na zavér je tfeba zdlraznit, Ze priznaky, které ukazuji na PRA-prcd mohou

provazet i jinou ocni vadu. Podobné se projevuji i dalsi dédicné vady oci jako

je nocni slepota briardd (CSNB) a anomalie oka kolii (CEA) (Beranek a Vit, 1995).

Obrazky 2, 3 a 4 prezentuji abnormality pravdépodobné zplsobené PRA-prcd

(CHS Siluet Regreway, 2014 - 2016).

Obrazek 2: utlum sitnicovych cév
a bledost zrakového nervu (kokrspanél)

Obrazek 3: zrakovy nerv bledy a sotva viditelné
sitnicové cévy - zvife témér slepé (miniaturni pudl)

Obrazek 4: abnormality v dolni ¢asti od zrakového
nervu a nepatrné zuzeni sitnicovych cév
(kokrspanél)
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3.6 Techniky molekularni genetiky vyuzité v diplomové praci
Molekularné-genetické techniky vyuZité v diplomové praci se bézné pouzivaji
i v praxi. Nejprve se izoluje DNA z biologickych vzork(. V pfipadé této prace byla
izolace provedena pomoci komercné dostupnych kit v automatickém izoldtoru
nukleovych kyselin. Dale navazuje technika polymerdzové retézové reakce (PCR),
kterd je velmi vyznamnad v oblasti studia gen(. Princip této techniky spociva v tom,
Zze se kratky usek molekuly DNA mnohondsobné namnoZi pomoci enzymu
DNA polymeraza. PCR nachdzi fadu uplatnéni v genetickém vyzkumu a obecné
v biologii vlbec. Nasleduje agarézovd gelova elektroforéza PCR produktd,
jez se uziva k potvrzeni spravného pribéhu experimentu. Pokracuje se aplikaci
restrikéni endonukledzy na produkty PCR, ¢imZ se zjisti pfitomnost restrik¢nich mist
na amplifikovaném uUseku templatové DNA. Jednd se o tzv. analyzu polymorfizmu
délky restrikénich fragmentld (RFLP). RFLP je vyznamny nejenom pfi konstrukci
genomovych map, ale také pfti studiu genetickych chorob. Zminéné techniky jsou

podrobné popsany nize.

3.6.1 lzolace DNA

Prvnim krokem pro ziskani informaci z DNA je jeji izolace z biologického
materialu. Molekuly DNA, jeZz se v burice vaZzou na rdzné proteiny a soli, jsou
uzavieny v bunécnych kompartmentech. DuleZité je zvoleni efektivni metody, ktera
dokdZze zminéné vazby narusSit a oddélovat z nich cilovou DNA. Avsak je nutné
zachovat pfiznivé podminky podobné tém fyziologickym pro nenaruseni nukleové
kyseliny. Zejména se jednd o udrZeni pfiznivého pH a pouziti chemikalii, které
nevyvolaji fragmentaci ani denaturaci DNA. K izolaci DNA se pouZziva rfada postupd,
které maji viceméné zdakladni principy totozné. Nejdrive dojde k homogenizaci, tj.
rozruseni zivocisné tkané, nasleduje rozklad fosfolipidovych dvojvrstev a precipitace
nukleovych kyselin, zakon¢eno purifikaci. Finalnim krokem pfi izolaci je kontrola
celistvosti a koncentrace vyizolované DNA (Beranek, 2016; LabGuide, 2014).

V dnesni dobé je zndmo nékolik izolacnich postupll. Vidy je nutné zvolit

ten nejvhodnéjsi s ohledem na to, pro jaké ucely bude DNA poufZito.
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Napftiklad izolace DNA pomoci CTAB-PVP (polyvinylpyrrolidon) je metoda
vyuzivana zejména pro izolaci nukleovych kyselin zrostlinnych pletiv
(Borges a kol., 2009).

Klasickym zplsobem izolace genomové DNA je fenol-chloroformova izolace.
Jednd se o pomérné ndro¢nou a zdlouhavou metodu, jejimz vysledkem je velké
mnozstvi velmi Cisté DNA. Nejprve dojde k mechanickému naruseni tkani ¢i pletiv,
nasleduje rozrudeni celistvosti bunék a natrdveni proteinli pusobenim lyzacniho
roztoku. Poté probihd opakované procistovani roztoku od proteini pomoci
fenol-chloroformu v kombinaci s centrifugaci. Ddle  pokraCuje  proces
izolace precipitaci DNA pomoci pridavku ethanolu a octanu sodného. Na to navazuje
extrakce DNA zroztoku. Vysledného roztoku DNA je dosaieno rozpusténim
DNA ve vodé ¢i pufru (Kochl a kol., 2005; LabGuide, 2014).

Dalsi zpusob je izolace DNA chelexem. Jedna se o ¢asto pouzivanou metodu
ve forenzni genetice, kde je tfeba izolovat DNA z velmi malého mnoZstvi vzorka.
Extrakce DNA pomoci chelexu 100 je velmi rychld a pomérné levna zdleZitost.
Tato metoda poskytuje dostateéné mnozstvi DNA pro jeji vyvhodnoceni PCR reakci.
AvSsak DNA ziskand touto metodou neni dostate¢né (Cistd, aby mohla
byt pouZita v dalSich postupech. Chelex je pryskyfice skladajici se ze styren
divinylbenzen kopolyméru, jez obsahuje parové iminodiacetdtové ionty.
Tyto ionty hraji pfi izolaci dileZitou roli pfi vyvazovani Mg?* iontd, které by mohly
vést k poSkozeni izolované DNA. lIzolace probiha ve tfech zakladnich krocich.
Nejprve je proces zahajen homogenizaci vzorku, dale navazuje destrukce bunécnych
komponent vlivem alkalického prostfedi a vysoké teploty. Na zavér
probiha separace roztoku obsahujictho DNA od zbytkd bunéénych komponent
a chelexu (LabGuide, 2014; Walsh a kol., 1991)

Vedle raznych izolacnich postupl existuji i komercné dostupné izolacéni
soupravy, tzv. kity obsahujici pripravené reagencie kpfimému pouziti
v automatickych izolatorech nukleovych kyselin. Kity se vyuzivaji pfedevsim v praxi,
kde zajistuji rychlou izolaci nukleovych kyselin s dostate¢nou kvalitou a Cistotou.
Tyto kity jsou specializovany na urcity typ vzorku, znéhoZz se ma izolace

DNA provadét (Lab Mark, 2015 - 2017).
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3.6.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Polymerdzova retézova reakce (Polymerase Chain Reaction) je pomérné
jednoduchd metoda, pfi které dochdzi kselektivni amplifikaci vybranych
specifickych Usek(i DNA in vitro. Metodu PCR vyvinul americky chemik Kary Banks
Mullis vroce 1983. Za tuto praci obdriel spolecné s Michelem Smithem v roce
1993 Nobelovu cenu za chemii (Snustad a Simmons, 2009).

Nejprve je nutné vytvofit reakéni smés PCR. Reakéni smés neboli master mix
obsahuje nékolika sloZek a reakéni objem pro jeden vzorek se obvykle pohybuje
mezi 20 a 100 pl. Poméry a mnozstvi reagencii se obvykle rdzné lisi v zavislosti
na vybrané metodice (Prsa, 1997).

Zakladni slozeni reakéni smési PCR:

- templdtovd DNA, jeZ byla izolovana ze vzorkl tkanového plvodu a je potreba
amplifikovat jeji specifickou ¢ast, kterd ma byt predmétem vyzkumu;

- Tag-polymerdza jednd se o termostabilni enzym pochazejici z termofilni
bakterie Thermus aquaticus, jez je ptizpusobena k Zivotu v horkych pramenech.
Existuje vice druh( termostabilnich DNA polymerdaz (uvedeno na konci kapitoly
v tabulce 1), ovSem nejcastéji pouzivanou je pravé Tag-polymerdaza, kterd bude
nadale zmifovana;

- reakcni pufr dodavajici reakci potfebnou koncentraci soli a optimalni pH.
To ovliviiuje specificitu nasedani primeru;

- MgClz, kdy Mg?* ionty funguiji jako kofaktor Tag-polymerazy;

- smés nukleotidii dNTPs (deoxynukleotidtrifosfaty) je slozena z dATP, dCTP,
dGTP, dTTP ve stejném poméru. Jednd se o prekurzory DNA slouZici k syntéze
polynukleotidového retézce;

- primery jsou synteticky pripravené oligonukleotidy, zpravidla o délce
10 - 25 bazi. Kaidy z nich je komplementarni kjednomu fetézci DNA
(Forward, Reverse). Jejich syntéza je katalyzovana Tag-polymerdzou od 5” konce
ke 3" konci, jez zacina plsobit smérem od primer(;

- H>0, kterd musi byt sterilni a purifikovana (Bartova, 2011a; Pr0sa, 1997;
LabGuide, 2014).

V nékterych pripadech se k dosaZeni optimalizace prlibéhu PCR pfidavaji jesté
aditiva. Jedna se o latky jako je napriklad DMSO, formamid, bataine, glycerol,
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(NH4)2S04, které mohou zvySovat stabilitu DNA polymeraz ¢i zajistit specifiénost
vazby primer( (Laboratof molekularni biologie rostlin PfF JU, 2010).

Princip PCR je zaloZen na cyklickém opakovani tfi krokud lisicich se teplotnimi
podminkami, béhem nichZ dochdzi k namnoZeni vybraného Useku DNA. K dosazZeni
specifickych teplotnich podminek se vyuziva uzplsobeny pfistroj termocykler,
jez automaticky v naprogramovanych c¢asovych intervalech méni teplotu.

Cely princip PCR po jednotlivych krocich je schematicky znazornén na obrdzku 5.

DNA& primers DN& nucleotides
- n polymerase (dTTR, dCTP, dATF, dGTF)

! . & h h b
step 1: DNA template strand d
denatunng

(95°C) 5'
step 2:
anneahng

two DNA strands section of DNA
(55 c) 5¢ z to be amplified

4
)=
(2]
- (L 5 -
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(ESE?J :::':]ees) Y [ NN \\,» m s |3
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3 5 z 5¢
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©1998 Encyclopaedia Britannica, Inc.

Obrazek 5: Zakladni kroky polymerdazové retézové reakce (Britannica, 1998)

Zakladni kroky PCR jsou nasledujici:

(1) Na uplny zacatek celého cyklu PCR se zafazuje tzv. pocatecni denaturace,
béhem niz dojde zahratim na 95 °C po dobu 2 az 5 minut k inaktivaci proteindzy K.
Poté se do smési pfida Tag-polymeraza, ktera uskute€iuje syntézu pfi tfetim kroku.

Prvni z krokdl, jez se nékolikrat opakuji pfi PCR, se nazyva denaturace. Smés
je zahfivana na teplotu 92 - 95 °C pfiblizné po dobu 20 - 45 s, pfi které se porusi
vodikové mustky, jez k sobé poji dvé vlakna dvouvldknové molekuly DNA. Dochazi
tedy k separaci fetézcli DNA vlivem vysoké teploty.

(2) Nasledné se smés zchladi na dobu 30 - 90 s na 50 - 60 °C. Obé vlakna
molekuly se mohou opét spojit, obvykle ale ktomu nedochazi, jelikoz smés
obsahuje nadmérné mnoizstvi kratkych molekul DNA zvanych primery. Ty velmi

rychle nasedaji na specifickd mista molekuly podle principu komplementarity
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dusikatych bazi. Vazba oligonukleotidovych primerd béhem cyklu je oznacovana
jako annealing.

(3) Znovu dojde k navyseni teploty vétSinou na 72 °C po dobu 45 - 90 s.
Tato teplota je optimalni pro aktivitu enzymu Tag-polymerazy, ktery se do smési
pfidal po pocatecni denaturaci. Tag-polymerdza se pfipojuje k jednomu konci
kazdého primeru. Syntetizuje tak nova vldkna DNA, komplementarni k templatovym
molekuldm DNA. Jedna se tedy o syntézu Cili elongaci, pfi které vzniknou ze dvou
pavodnich vldken ctyfi vidkna molekuly DNA.

Cely proces PCR zahrnujici denaturaci, annealing a elongaci se znovu nékolikrat
opakuje. Pocet téchto cyklli u béiné PCR se obvykle pohybuje mezi
25 a 40. Finalnim krokem je kone€na elongace pfi 72 °C, pfi které probéhne béhem
5 minut dokonceni syntézy ¢astecnych produktd. Nakonec dojde ke zchlazeni PCR
reakce na teplotu 4 - 15 °C vhodné k uchovani amplifikovanych fragment( DNA.
Vyslednym produktem jsou tzv. amplikony, Useky DNA s definovanou délkou,
jez jsou obvykle o velikosti desitek az tisicovek parG bazi (bp) (Brown, 2007;
Hummel, 2003; Bartova 2011a).

Spravny prubéh reakce a zaroven i funkénost vsech slozek reakce
je vidy nutné ovéfit. K analyze PCR produktd mohou byt pouzity rizné metody jako
je napf. hybridizace, ELISA nebo sekvencni analyza. Zfejmé vsak nejuZivanéjsi
metodou separace amplikonl je agardzova gelova elektroforéza (ELFO), kterd
je pomérné snadnda a levnd (podrobnéji popsano v kapitole 3.6.4 - Gelova
elektroforéza) (Bursova a kol., 2014).

Polymerdzova retézova reakce slouzi k namnozeni vybraného materialu pro dalsi
biotechnologické metody. Naléza tak vyuZiti v biologickych a lékarskych oborech,
zvlasté pfi diagnostice dédi¢nych a infekénich onemocnéni, urcovani paternity,
klonovani gent, také patfi kzakladnim metoddam forenzni (soudni) genetiky
¢i archeologii aj. (Bartova, 2011a; Kocdarek, 2008).

Tato metoda ma nékolik prednosti. Jednd se o relativné jednoduchou, rychlou
a levnou metodu. Analyza je velmi citlivd a je mozZné ji provadét i s malym mnozstvi

DNA (Bursova a kol., 2014).
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V genovém inZenyrstvi se bézné vyuziva nékolik druh( DNA polymerdazy. V rdmci
PCR se pouzivaji DNA polymerazy odoldvajici vysokym teplotdm (Brown, 2007).

Prehled nékterych uzivanych DNA polymerdz je uveden v tabulce 1.

Tabulka 1: Pfehled termostabilnich DNA polymerdz a jejich charakteristika
dle exonukleazové aktivity (podle Prisa, 1997)

Polymeraza 5°-> 3" exonukleaza 3°-» 5° exonukleaza
Taq ano ne
Tfl ano ne
Tbr ano ne
Tth ano ne
StoffelGv fragment ne ne
Tli ne ano
Pfu ne ano
Pwo ne ano
Ul Tma ne ano

3.6.3 Polymorfizmus délky restrikcnich fragmenta (RFLP)

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) ¢ili polymorfizmus délky
Stépnych fragmentl je metoda, pfi které dochazi k enzymatickému Stépeni molekul
DNA ve specifickém stépném (restrikénim) misté enzymem nazyvajici se restrikéni
endonukledza (Bartova, 2011b). JednodusSe lze Fici, Ze analyza restrikénich
fragment( detekuje odliSnosti DNA, jez ovliviiuji Stépna mista. Pfi této metodé
se vyuzivd gelova elektroforéza, aby dosSlo krozdéleni DNA fragmentq,
jez vznikly stépeni dlouhé molekuly DNA restrikénimi enzymy, podle jejich velikosti
(Campbell a Reece, 2006).

Nejdfive je nutné pfipravit reakéni smés obsahujici produkt PCR, specifickou
restrikéni endonukleazu a pufr. Podstatné je dodrzeni vhodného poméru danych
reagencii. V soucasnosti je znamo pfiblizné 3000 restriktdz, z nichz je jich cca 600
komeréné dostupnych. Restriktdzy lze rozliSit podle aktivity na tfi hlavni typy
(1, 11, 111). Pficemz v této praci byla pouzita restriktaza typu I. Dale existuje i nékolik
druhl pufr(. Ty se obvykle déli podle koncentrace ¢i typu obsazenych soli.
Standardné se reakce provadi v objemu 25 ul (Sambrook a Russell, 2001).

Vznikla reakéni smés se nasledné inkubuje pfi specifické teploté. Ta se muze lisit
v zavislosti na pouzitém enzymu. U vétsSiny enzym je optimalni teplota reakce 37°C.

Stépeni je zpravidla provadéno po dobu 1 - 2 hodin, pficem? Ize $tépit i pfes noc,
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ale je nutné brat zfetel, Ze s prodluzujici se inkubaci Ize o¢ekavat zvysujici se riziko
star aktivity (nespecifické ndhodné Stépeni) (LabGuide, 2014).

Vysledek reakce je vyhodnocen pomoci elektroforetické separace. Na zdkladé
pocCtu a velikosti ziskanych fragmentl Ize sledovat rozdily ve studovanych
sekvencich, tzv. polymorfismy. Polymorfismy v délkach restrikénich fragmentd
se vytvareji v souvislosti s pfestavbami ve studované sekvenci, ¢imZ se zpUsobuje

zména poctu restrikénich mist (Bartova, 2011b).

3.6.4 Gelova elektroforéza (ELFO)

Gelova elektroforéza se radi mezi nejpouzivanéjsi separacni techniky slouZzici
k analyze nukleovych kyselin a protein( (Bartovd, 2011c). Pfi gelové elektroforéze
dochazi ke tfidéni fragmentl DNA zaloZzeném na rozdilné molekulové hmotnosti,
respektive délce. Samotny princip je trividlni. Koddéleni velkého mnoZstvi
fragment( DNA slouzi jakési molekuldrni sito, jez umozriuje pohyb DNA ve vodném
roztoku. Zminénou funkci zastavaji rizné typy gell, které jsou tvorené dlouhymi
vlakny polymerd zesitovanymi ve vodném roztoku do podoby trojrozmérné sité.
Délka fragmentl je udavana v jednotkach bp, tj. parQ bazi. Volba pouZitého gelu
je do znacné miry zavisld na velikosti a vzdalenosti analyzovanych fragmentd DNA
(Raclavsky, 1999). Prevdiné se pouZivaji dva druhy gelu, agardzovy
a polyakrylamidovy, kdy se gel z agardzy jevi jako vhodnéjsi sito pro velké molekuly
(v radech nékolika set nukleotid(l), zatimco polyakrylamidovy gel se hodi spiSe
pro rozdélovani malych molekul DNA (Snustad a Simmons, 2009).

Agardza, hlavni slozka gelu, je polysacharid odvozeny z morskych fas a jednd
se o nejCastéji pouzivané elektroforetické medium (PrGsa, 1997). Ve vodném
roztoku ma pfi nizSich teplotach podobu kompaktniho gelu a pfi vyssich teplotach
taje, ¢imzZ vytvari viskézni roztok. Teplota tani se liSi v zavislosti na typu specidlné
upravené agardzy a jeji koncentraci.

Bézny postup vyroby samotného gelu spociva v nékolika jednoduchych krocich.
Nejprve se smicha komercéné dostupny prasek agardzy s odpovidajicim mnozstvim
pufru a vznikld smés se zahfeje, aby se agardza zcela rozpustila. Po mirném
vychladnuti se ptida fluorescenéni barvivo (napf. ethidium bromid nebo barvivo

typu SYBR Green), které se vaze na nukleové kyseliny a zviditelfuje je pfi prosviceni
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gelu UV zafenim. Je tfeba zminit, Ze ethidium bromid je silné mutagenni interkalujici
barvivo a je nutné dodriovat predepsané postupy sjeho zachazenim. Nékdy
se ethidium bromid priddva na gel az po probéhlé elektroforéze pred UV vizualizaci.
Na zavér se vznikly viskézni roztok vlije do pfipravené specidlni formy
stzv. hrebinky, jeZz v ztuhnutém gelu zanechaji jamky pro nanaseni vzork(
(Raclavsky, 1999; Bartova, 2011c).

Vznikld gelova deska se umisti do specialni aparatury (tzn. elektroforetické
vany), kterd je pfipojena ke zdroji stejnosmérného proudu (Kocarek, 2008).
Do jamek v gelu se postupné nandaseji smési fragmentl DNA jednotlivych vzork(
spolu s pfidanym tzv. nandsecim neboli vkladacim pufrem, jenz mda tmavé zbarveni.
Nanaseci pufr zajistuje béhem elektroforézy migraci DNA v gelu. Do prvni jamky
se zpravidla nandsi tzv. velikostni marker (hmotnostni standard, DNA ladder)
o definované velikosti jednotlivych fragmentl, slouzici jako kalibracni $kdla
molekulové hmotnosti Cili velikosti pozorovanych fragmentl. Béhem elektroforézy
dochazi ktomu, Ze zaporné nabité fragmenty DNA jsou pfitahovany ke kladné
elektrodé (viz obrazek X). Doba pribéhu a nastaveni velikosti konstantniho napéti
pfi horizontalni elektroforéze se odviji dle toho, o jakou metodu detekce se jednd
(ovéreni kvality DNA, PCR, RFLP) (Bartova, 2011c; Prlisa, 1997; Kocarek, 2008).

Vysledky elektroforézy jsou vizualizovany na transiluminatoru v UV svétle

s naslednou fotodokumentaci a vyhodnocenim (Prtsa, 1997).

smés fragmentd

ED
@ a/ DNA rizné velikosti 88 X
= = =
] o
@ gF o
mEm ==
- B ___ | diouhé
— — — fragmenty
* ‘_ I
— kratke
fragmenty
elektroforeticky gel

Obrazek 6: Schéma vizualizace vysledk( agarézové elektroforézy (Bartova, 2011c)
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4. MATERIAL A METODIKA

4.1 Material

4.1.1 Pouzity material

Testovany soubor zvifat obsahoval 120 jedincl rlzného stafi a pohlavi.
K analyze bylo pouzito nékolik plemen psi. Nejvice bylo zastoupené plemeno
anglicky kokrSpanél s poctem 85 jedincu. Dalsi plemena zastupovali portugalsky
vodni pes, americky pitbulteriér, bily Svycarsky ovcéak, Jack Russell teriér, jezevéik
drsnosrsty a dlouhosrsty, sheltie, jorksirsky teriér, Civava, anglicky setr, labradorsky
a zlaty retrivr, bigl, trpasli¢i pudl. Tito psi byli vidy v zastoupeni jednoho az péti
jedinch v ramci daného plemene. Ddle bylo analyzovdno i pét kfizenca. V pftiloze
¢. 1 je uvedena tabulka s podrobnym popisem analyzovanych psu (Cislo vzorku,
pohlavi, plemeno), vcéetné zplsobu odbéru genetického materidlu a vysledki
detekce genotypl. Biologické vzorky kizolaci DNA byly odebrany za souhlas(
majiteld testovanych psd. Zadny z vy$etfovanych pst nejevil zndmky onemocnéni
oCi. Odbéry vzorkl probihaly na uUzemi Jihoceského kraje v obdobi mezi roky

2016 a 2017.

4.1.2 Odbér materialu

Pro odbér biologického materialu k izolaci DNA byly pouzity tyto metody:
» vytrzeni nékolika Zivych chlupt i s chlupovymi cibulkami,
= odbér krve,
= stér bukalni sliznice vatovou tycinkou.

Prvni zplGsob odbéru, vytrzeni chlupl vcetné chlupovych cibulek, se wvyuZil
u vétsiny pst (98 jedincl), zejména pak v pripadé plemene anglicky kokrSpanél.
Jednotlivé chlupy byly vytrhavany pomoci pinzety, ktera byla pfed kazdym pouzitim
vydezinfikovana lihem. Pro vytrhavani chlupt byly zvoleny partie, kde rostou tuzsi
chlupy majici velké chlupové cibulky a je k nim snadny pristup, napfiklad u korene
ocasu. Chlupy byly vytrhavdny po jednom a bylo u nich vidy zkontrolovano,
zda je dobfe znatelna chlupova cibulka.

Dalsim zplsobem ziskani materidlu na izolaci DNA bylo odebirani krve. Odbér

krve probihal u veterinarniho lékatre z predni levé koncetiny. Krev byla odebrdna
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do popsanych zkumavek sroztokem EDTA. Tento zplsob odbéru byl proveden
z dlvodu vétsi narocnosti pouze u 3 fen plemene anglicky kokrspanél.

Posledni zplsob odbéru byl stér bukalni sliznice vatovou tycinkou. Minimalné
30 minut pred odbérem bylo nutné zajistit, aby zvifata neméla pfristup k piti
a potravé. Poté se sterilni vatovou tyCinkou dlkladné stirala vnitini strana tvare
zvitete po dobu 10 sekund, kdy se rlzné ménila poloha vatové tycinky v tlamé.
Tycinku bylo nutné pouzit oboustranné. Po dokonceni stéru, kdy bylo zachyceno
viditeIné mnozstvi sliv z bukalni sliznice na vatové tycince, se nechala tyCinka nékolik
sekund sterilné oschnout na vzduchu. Nasledné se vloZila do popsané obdlky
s identifikacnimi Udaji a obdlka se zalepila. Tento zplsob odbéru byl proveden
u 19 psh. Stér bukalni sliznice se jevil jako jednoduchy, rychly a efektivni zplsob

odbéru genetického materidlu, ze kterého se nasledné snadno izolovala DNA.

4.2 lzolace DNA

Vzorky pred izolaci byly uloZeny v lednici nebo byly uskladnény pfi teploté
- 20 °C. Biologicky material pfed vloZzenim do automatického izolatoru bylo nutné
nejprve upravit. Ustfihl se pfriblizné 1 cm ze Ctyr az Sesti chlupl zakoncenych
chlupovou cibulkou a vloZily se do popsané zkumavky. U vatové tycinky, kterou byl
proveden bukalni stér, se ustfihl kousek vaty obsahujici zvifeci sliny
a byl téZ vloZzen do zkumavky. Nasledné se ke kazidému vzorku pfidalo 500 ul GT
a 20 ul proteinazy K. Pak se zkumavky stocily na mikrocentrifuze a umistily na
60 minut pfi teploté 60 °C do vodni ldazné. U krve se tato pfiprava pred samotnou
izolaci neprovadéla. Po vyjmuti zlazné se zkumavky se vzorky znovu stocily
a napipetovalo se 400 pl kazdého roztoku obsahujici vzorek do predem pfipravené
zkumavky. Vzorky krve se pipetovaly rovnou do pfislusnych zkumavek. Zkumavky
se vzorky kizolaci byly bez uzdvéru a vkladaly se do specidlnich stojand
z automatického izoldtoru, kam se dale vloZily predplnéné cartrige a popsané
zkumavky suzavéry na vyizolovanou DNA. Genomovd DNA byla izolovana
na automatickém izolatoru nukleovych kyselin MagCore® HF 16 Plus za pomoci
komercnich tkanovych kitd od firmy RBC Bioscience® vhodnych pro identifikaci
genotypd.

Kvalita ziskané DNA byla ovéfena elektroforeticky na 1% agarézovém gelu.
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4.3 PCR - Polymerazova retézova reakce
Analyza vzorkd pro vyskyt mutace zplsobujici progresivni degeneraci tycinek
a Cipkd u psa byla provedena metodou PCR-RFLP. Metodika byla pfevzata z prace
Dostal a kol. (2011) a Zangerl a kol. (2006), s mirnymi Upravami pro laboratorni
podminky daného pracovisté.
V analyze byly pouzity primery nasledujicich sekvencich:
= PRCD-F: 5" - CCA GTG GCA GCA GGA ACC- 3’
* PRCD-R: 5" - CCG ACC TGC TGC CCA CGA CTG - 3°
Béhem polymerazové retézové reakce doslo k amplifikaci vybraného Useku DNA
in vitro. Prvnim krokem byla pfiprava reakéni smési Cili master mixu, jehoz slozeni
pro jeden vzorek je uvedeno v tabulce 2.

Tabulka 2: SloZeni reakéni smési PCR pro jeden vzorek

Komponenta Objem [pl]
pufr 3
MgCl, 2
dNTP’s 3
primer PRCD-1F 1,5
primer PRCD-1R 1,5
DNA 2
Tag-polymeraza* 3
H.0 9

5 25

* Tag-polymeraza byla fedéna na koncentraci 1 U / pl

Postupné se smichaly slozky v tomto poradi: H,0, pufr, MgCl,, dNTP’s, primer
PRCD-1F a primer PRCD-1R. Poté se namichany master mix rozpipetoval do predem
prichystanych eppendorfovych zkumavek uréenych pro PCR a nadepsanych Cisly
vzorkl. Nasledné se do kazdé eppendorfky pridalo prislusené DNA daného vzorku.
Dalsim krokem bylo vloZeni vzorki do termocykleru a spusSténi predem
nainstalovaného programu pro PRCD. Po uplynuti pfiblizné dvou minut, béhem
kterych probihala denaturace pfi 95 °C, se pfidala narfedéna Tag-polymeraza
a pokracovalo se v predvoleném programu. Tag-polymeraza se pridava zamérné

aZz po denaturaci, pfi niz dojde zahfatim k inaktivaci proteinazy K.

36



Amplifikace byla zapocata béhem denaturace pfi 95 °C po dobu 2 minut
s nasledujicim pridanim Tag-polymerazy, jak je uvedeno vySe. Poté nasledovalo
29 cykll, ve kterych se opakovaly jednotlivé kroky v tomto poradi:
» denaturace 95°C(305s),
»annealing 58 °C(305s),
» extenze 68 °C (1 min).
ZavéreCnym krokem amplifikace byla findlni extenze pfi 72 °C po dobu
7 minut. Po dokonceni celého procesu se termocykler automaticky uved! do rezimu,
ve kterém uchovaval vzorky pfi teploté 15 °C do doby, neZ byly vzorky odebrany.
Pro PCR byly vyuzivdny pfistroje thermocycler T-Personal 48 a thermocycler
T-Gradient od firmy Biometra®.
Vysledky amplifikace byly ovéreny elektroforeticky na 2,5% agarézovém gelu.

Délka PCR fragment( pti Uspésném provedeni PCR byla 512 bp.

4.4 RFLP - Polymorfizmus délky restrikcni fragmentu

Po amplifikaci DNA polymerdazovou fetézovou reakci nasledovala metoda RFLP.
Ke kazdému vzorku PCR produktu o mnozstvi 15 ul se pridalo 1,7 ul pufru Buffer
Tango a 1 pl restrikéni endonukledzy Rsal (tabulka 3). Po smichani vSech téchto
slozek byly vzorky umistény do termostatu Binder® a inkubovany pfes noc
pfiteploté 37°C.

Tabulka 3: SloZeni reakéni smési RFLP pro jeden vzorek

Komponenta Objem [pl]
pufr (Buffer Tango) 1,7
Rsal 1
PCR produkt 15
3 17,5

Nasledné se druhy den provedla separace fragmentl pomoci horizontalni
elektroforézy na 3,5% agarézovém gelu. Na zakladé vysledk( vizualizace délky
fragment( byla urcena genotypizace. Délky jednotlivych fragment(l, podle nichz
Ize urcit genotyp daného jedince jsou uvedeny nize.

* 396 bp - dominantni homozygot (PRCD/PRCD) = zdravy jedinec
= 396 bp, 116 bp - heterozygot (PRCD/prcd) = prenasec

= 116 bp - recesivni homozygot (prcd/prcd) = postizeny jedinec
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4.5 Elektroforéza na agarézovém gelu
Ovéreni kvality izolované DNA a produkty PCR-RFLP byly vyhodnocovany
elektroforeticky na agarézovém gelu. Koncentrace gelu se liSila podle toho,

o jakou se jednalo metodu zpracovani vzorku (tabulka 4).

Tabulka 4: SloZeni agarézového gelu dle pouZité metody hodnoceni

METODA agarézovy gel agardza TBE pufr ethidium bromid
[%] [g] [ml] (]
PCR 2,5 2,5 100 5
RFLP 3,5 3,5 100 5

Agarézovy gel se pfipravil dle béiné metodiky v zavislosti na koncentraci.
Nejdfive se smichalo 100 ml 1x TBE pufru s odpovidajicim mnoZstvi agardzy
(1; 2,5; 3,5 g). Vznikla smés se zahtdla, aby se agaréza beze zbytku v pufru
rozpustila. Po mirném vychladnuti se do smési pfidalo 5 pl ethidium bromidu, smés
se dukladné promichala a vlila do pfipravené formy s hiebinky. Po 30 minutdch gel
ztuhl, nasledné se s nim mohlo rovnou pracovat ¢i se uskladnil v lednici pfi 4 °C.

1x TBE pufr se vyuZzival nejen pfi vyrobé agarézového gelu, ale slouzil také jako
elektrolyt v elektroforetické vané. 10x TBE pufr byl pfipraven ze 108 g Trisu,
55 g kyseliny borité, 800 ml destilované H,0, 40 ml EDTA a po dusledném smichani
téchto slozek byl roztok jesté doplnén do 1 | destilovanou H,O. Pufr 1x TBE byl
vytvofen nafedénim 100 ml 10x TBE 900 ml destilované H.0.

Izolace genomové DNA probéhla bez problém(, coZ bylo potvrzeno ovérenim
kvality izolované DNA elektroforeticky na 1% agarézovém gelu.

K ovéreni spravného pribéhu amplifikace poslouZilo 5 ul produktu PCR, které
byly smichany s 5 ul komeréniho barviva Lander®. Poté se nanesl obarveny vzorek
v mnozstvi 5 pl do uréené jamky 2,5% gelu. Prvni jamka v gelu vidy nadlezela
1 pl velikostniho markeru GeneRuler 100 bp. Elektroforéza produkti PCR probihala
pfi 120 V po dobu 45 minut.

Obdobné probihala elektroforéza Stépnych fragmenti DNA (RFLP) na 3,5%
agardozovém gelu pti nastaveni na 80 V a 90 minut.

Vysledky byly vyhodnoceny na zdakladé vizualizace délky fragmentl pod

UV transiluminatorem Spectroline® TS-312A.
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4.6 Statistické vyhodnoceni

Podle zjisténych vysledk(l genotypizace testovaného souboru zvifat slozeného
ze 120 psU se vypocitala frekvence vyskytu mutované alely a heterozygotnich
prenasecll onemocnéni PRA-prcd. Nakonec byla stanovena testem dobré shody
odchylka populace od rovnovainého stavu, ktery vychazel z Hardy-Weinbergovy
rovnovahy. Vypolty byly provedeny v zavislosti na zakladni vztahy, jez tvori
podstatu populaéni genetiky. Zpracovani vychazelo zpraci Urbana (2008),
LepSe (1996) a Snustada & Simmonse (2009).

Hardy-Weinbergliv model objasfiuje matematicky vztah mezi frekvencemi alel
a frekvencemi genotyp(:

° AA: p?
°Aa: 2pq
°aa: q?
kde p a g znaci frekvence alel A a a. Kombinaci téchto dvou alel mohou vzniknout
tfi genotypy - dominantni homozygot (d), heterozygot (h) a recesivni homozygot (r).
Plati zde vztah:
p+q=1
(p+q)?= p?> + 2pq + ¢ =
f(AA)  f(Aa)  f(aa)

z néhoz lze vyjadfit relativni zastoupeni jednotlivych genotyp(:
d+h+r=1
a relativni alelové frekvence:
p=d+%h
q=r+%h
Rovnovazny geneticky stav v populaci nastavd, plati-li konkordatni rozlozeni
genotypl vychazejici ze zdkladni rovnice genetické rovnovahy:
ot (5 o=
2 2
Populace se nachazi v genetické rovnovaze v pripadé, Ze frekvence genotypl
pozorovanych P (skutecnych) se statisticky nelisi od frekvenci genotyp( za genetické

rovnovahy O (ocekavané).
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Ke statistickému vyhodnoceni se pouzivad test dobré shody neboli ' (chi kvadrat)

2 B (P — 0)?

kde P znaci pozorované pocty v kazdé genotypové tfidé, O ocekavané pocty v tychz

test:

genotypovych tfidach a ndsledné se vysledné hodnoty vSech genotypovych tfid
seCtou. Dale n udava pocet pozorovanych tfit dat a p pocet odhadovanych
parametrd. Vypoéitand hodnota X' se porovnava stabulkovou hodnotou
pro prislusnou hladinu vyznamnosti (0,05 a 0,01) a stupen volnosti (df).

df =n—-p-1

Stupen volnosti pro gen se dvéma alelami a vznikajicimi tfemi genotypy je df = 1.

Tabulka 5: Kritické hodnoty x’ distribuce (podle Lepse, 1996)

Hladina Stupné volnosti (df)
vyznamnosti 1 2 3 4 5
0,05 3.841 5.991 7.815 9.488 11.070
0,01 6.635 9.210 11.345 13.277 15.086

Na zavér se porovna vypocitana hodnota s tabulkovou hodnotou chi kvadratu
pro dany stupen volnosti a na vybrané hladiné vyznamnosti. Pokud plati
, jednd se o shodu mezi pozorovanymi a ofekdvanymi cetnostmi
a Ho nelze zamitnout. Populace je tedy v genetické rovnovaze. Jestlize je tomu
naopak X b, < xzvyp_, existuje prukazny rozdil mezi pozorovanymi a ocekavanymi
Cetnostmi a Hp se zamita, ¢imZ se vyhodnoti, Ze populace neni v genetické

rovhovaze.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Genotypizace

V diplomové praci byly provedeny genetické analyzy prcd lokusu (CFA9)
u 120 psh raznych plemen, kde bylo nejvice zastoupeno plemeno anglicky
kokrspanél. Psi pochdazeli ze soukromych chov( v JihoCeském kraji. Ze vzorki
chlupd, bukdlnich stér( a krve téchto psu byla nasledné pomoci komercnich kit
a automatického izoldtoru nukleovych kyselin vyizolovdna DNA. Pfi izolaci DNA
se nevyskytly Zadné podstatné problémy a izolace vSech vzork( probéhla Uspésné,
coz bylo potvrzeno elektroforeticky.

Metodou PCR-RFLP byla provedena genotypizace vSech vzork(. Po amplifikaci
PCR produktl nasledovalo ovéreni spravného pribéhu pomoci gelové elektroforézy,

kdy ziskané fragmenty byly o délce 512 bp (viz obrazek 7).

Obrazek 7: Vizualizace PCR produktl

Zavérem celé této metody bylo urceni genotypld pomoci metody RFLP
na zakladé stanoveni délek jednotlivych fragmentl, pfitomnych u daného vzorku.
Dominantni homozygoti (PRCD/PRCD) byli detekovani v pfipadé, Ze byl pfitomen
jeden fragment o délce 396 bp. Ackoliv nebyl pfi detekci odhalen Zadny recesivni
homozygot (prcd/precd), jeho pritomnost by byla prokazana pti vyskytu jednoho
fragmentu o délce 116 bp. Heterozygotni genotyp (PRCD/prcd) byl vyhodnocen
na zakladé dvou fragmentl o délkach 396 a 116 bp.

Ve studii Zangerl a kol. (2006) se zabyvali souvislostmi mezi onemocnénim
psy, lidi a mysi. Dostal a kol. (2011) ve své praci pouze zminovali spojitost mezi psy

a lidmi. Pribéh amplifikace genomové DNA byl shodny u obou praci véetné této.
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Zangerl a kol. (2006) v metodé RFLP testovali dva druhy restrikénich endonukledz,
kdy pouzitd Rsal byla stejnd jako vtéto analyze a vysledkem byly fragmenty
o délkach 396 a 116 bp. Ta sama restriktdza byla pouzita i v praci Dostéal a kol.
(2011), kde je popisovano, Ze se jednd o endonukledzu specifickou pro sekvenci
GT/AC. Druhym druhem, jenz byl pouzit u Zangerl a kol. (2006), byla Apall
s vyslednymi fragmenty o délkdch 397 a 115 bp. Genotypy byly odhaleny vizualizaci
na 6% polyakrylamidovém gelu. Vtéto praci byla provadéna horizontdlni

elektroforéza na agarézovém gelu, taktéz i u Dostal a kol. (2011).

L
d------.__,

Obrazek 8: Vizualizace PCR-RFLP v rdmci genotypizace
(P = heterozygot, € = dominantni homozygot)

Zajimavosti je, Ze ve studii Zangerl a kol. (2006) urcili fenu amerického
eskymackého psa jako recesivniho homozygota, ktery by podle ocekavani mél trpét

onemocnénim, ale fena nejevila Zzadné klinické priznaky ani ve véku 13 let.

5.2 Genotypové a alelové frekvence

Ve studovaném souboru 120 pst bylo nalezeno 95 dominantnich homozygotu
(PCRD/PCRD), 25 heterozygotl (PRCD/prcd) a nevyskytoval se zde Zadny recesivni
homozygot (prcd/prcd). Ztoho vyplyva, Ze vramci sledované populace psu
nebyl Zadny jedinec postizen danym onemocnénim. Nejvice byl zastoupen genotyp
PRCD/PRCD, ktery se v panelu testovanych zvirat vyskytoval s Cetnosti 0,792.
Ve sledované populaci zvifat prevazovali dominantni homozygoti nad heterozygoty.
Vyskyt recesivnich homozygotl byl nulovy, coZ s sebou nese i pomérné nizkou
frekvenci recesivni alely, jak vyplyva z ndsledujiciho vypoctu alelickych frekvenci.
Z hlediska zastoupeni jednotlivych alel je wvyrazna prevaha alely PRCD,
jez se vyskytovala v populaci s frekvenci 0,896. Frekvence vyskytu alely prcd byla
pouze 0,104. Genotypové a alelické frekvence jsou uvedeny v tabulce 6.
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Tabulka 6: Genotypové a alelové frekvence

Frekvence Genotyp Alela
PRCD/PRCD PRCD/prcd  prcd/prcd PRCD prcd
absolutni (P) 95 25 0 215 25
relativni 0,792 0,208 0,000 0,896 0,104
ocekavana 96,30 22,40 1,30

absolutni (0)

x2

(Chi kvadrat) 1,622
p<0,05

Statistické vyhodnoceni vtabulce 6 je pouze zminéno a podrobné;ji
je popisovano v kapitole 5.4 - Statistické vyhodnoceni vysledkd.
Dostal a kol. (2011) hodnotili genotypové a alelové frekvence pouze v rdmci

jednotlivych plemen.

5.3 Predispozice jednotlivych plemen

Ve studii bylo celkem analyzovdano 120 jedincl. Jednalo se prevainé
o Cistokrevné psy pochazejici ze 14 plemen a pét psi bylo bez plemenné
prislusnosti, kdy to byli kfizenci malych a stfednich plemen. Psi byli rGzného stari
(od 6 mésicl po 12 let). Zadny ze pst nejevil zndmky oéniho onemocnéni.

V analyze byla zkoumana ctyfi plemena s predispozici k onemocnéni (anglicky
kokrspanél, portugalsky vodni pes, labradorsky retrivr a trpasli¢i pudl). Dale byla
zahrnuta i plemena, jez by neméla trpét timto onemocnénim vcetné kfizenc(.
Vysledky identifikace genotypl a alelovych frekvenci u jednotlivych plemen jsou
uvedeny v tabulce 7.

V praci Downs a kol. (2013) se zabyvali vyskytem rlznych forem progresivni
retinalni atrofie u 36 plemen. Objevily se zde vysledky u prcd, kdy znacné u vSech
plemen (7), kde se objevilo toto onemocnéni, pfevaZovali recesivni homozygoti
a heterozygoti nad dominantnimi homozygoty. Testovanymi plemeny byli americky
a anglicky kokrSpanél, chesapeake bay retrivr, finsky laponsky pes, labradorsky

retrivr, trpasli¢i pudl a Nova Scotia duck tolling retrivr. Napfiklad u plemene anglicky
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kokrSpanél byla alelova frekvence mutantni alely az 0,917 a zdravé pouze 0,083.
U plemene trpasli¢i pudl bylo dokonce postizeno 100 % jedincu.

Dostal a kol. (2011) poutili k analyze 17 plemen, kterd méla predispozici k prcd.
Vysledky u totoZznych plemen studie a analyzy diplomové prace byly pfi porovnani
pfiblizné shodné. Toho si je moiné vSimnout konkrétné pfi srovnani vysledku
trpasliciho pudla studie Dostdl a kol. (2011), kde vychazela alelova frekvence
pro mutovanou alelu 0,80 a vysledku této prace, kde je frekvence 0,75.

Je nutno zminit, Ze u plemen s malo pocetnym zastoupenim se obtizné vyvozuji
konkrétni zavéry. Mnoho chovatell neni ochotno testovat sva zvifata k odhaleni
urcitych predispozic, pokud to neni v ramci chovu povinné.

Tabulka 7: Genotypy a alelové frekvence jednotlivych plemen

Genotypova frekvence

Alelova
frekvence

Plemeno n zdravy prenasec nemocny

PRCD/PRCD PRCD/prcd  prcd/prcd  PRCD  prcd
anglicky kokrspanél 85 65 20 0 0.88 0.12
anglicky setr 3 1 2 0 0.66 0.33
americky pitbulteriér 1 1 0 0 1.00 0.00
bigl 1 1 0 0 1.00 0.00
bily Svycarsky ovcak 1 1 0 0 1.00 0.00
Civava 3 3 0 0 1.00 0.00
Jack Russell teriér 1 1 0 0 1.00 0.00
jezevcik 3 3 0 0 1.00 0.00
jorksirsky teriér 3 3 0 0 1.00 0.00
kfizenec 5 4 1 0 0.90 0.10
portugalsky vodni pes 5 5 0 0 1.00 0.00
labradorsky retrivr 2 1 1 0 0.75 0.25
zlaty retrivr 1 1 0 0 1.00 0.00
sheltie 1 1 0 0 1.00 0.00
trpasli¢i pudl 2 1 1 0 0.75 0.25
celkem 120 95 25 0

Z uvedené tabulky 7 lze vyéist, Ze prevazuji zdravi jedinci. Sporadicky byli
odhaleni prenaseci mutované alely prcd a nevyskytl se zde Zadny postizeny jedinec.
Ocekavany vyssi vyskyt mutované alely u plemen s predispozici byl potvrzen.
Pfesto u plemene vodni portugalsky pes byli vsichni jedinci zdravi. Naopak

u anglického setra se vyskytl jeden prenasec a taktéz u kfizenca.
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Aguirre & Acland (2006) poukazuji na to, zZe fenotypické projevy nemoci jsou
velice variabilni nejen mezi plemeny, ale dokonce i mezi jedinci.

Ve Francii se mezi roky 1990 a 1993 provadéla vySetfeni elektroretinografem
u 207 miniaturnich pudll s nedostate¢nym vidénim. Byl tak prokazan vztah mezi
barvou srsti a prcd, kdy tmavé zbarveni jedinci byli vice zatizeni timto onemocnénim
(Gaiddon a kol., 1997).

V préci Zangerl a kol. (2006) bylo navic testovano 30 vlk(, ktefi byli ve vysledku
prosti prcd. Ztoho lze usuzovat, Ze se onemocnéni zacalo vyskytovat v dlsledku
evoluce. PRA-prcd se totiz zacCala objevovat aZ u vybranych plemen ps(, kdy doslo
k velkému stupni proslechténosti.

V dneSni dobé existuje jen nékolik prevdiné zahranicnich studii, které

se zaobiraly touto problematikou.
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5.4 Statistické vyhodnoceni vysledkd

V testovaném souboru 120 psG rlzné plemenné pfislusnosti byla zjiSténa
pfitomnost mutované alely pro vznik onemocnéni PRA-prcd u 25 heterozygotnich
prenasecl. Nebyl detekovan zadny nemocny jedinec, tedy recesivni homozygot.

V souvislosti s témito vysledky bylo ddle stanoveno:

1) odhad miry heterozygotnosti populace
n=120 ... celkovy pocet jedincl v populaci
nh=25 .. poCet heterozygotl Aa
h="? ... odhad frekvence heterozygotl

n
h= 2
n
_2s
" 120

h=0,20833=20,8%

Ve vybrané populaci je zastoupeno 20,8 % heterozygotll pfenasejicich mutovanou

alelu.
)] odhad frekvence mutované alely
Vychazi se ze vztahu: q=r+%h
r=0 ... relativni frekvence recesivnich homozygotu v populaci
h =0,20833 ... relativni frekvence heterozygotl v populaci
q="> ... odhad frekvence mutované alely
q=0+ 0,20833

2
q=0,10417=10,4%
Frekvence mutované alely v populaci je 10,4 %.
) testovani odchylky od Hardy-Weinbergova modelu (Chi-kvadrat test)

K vypoctu byl pouZit vzorec nize a stanovila se nulova hypotéza.

df=(n-p-1)=3-1-1

Ho: mezi pozorovanymi a o¢ekavanymi frekvencemi genotypt neni vyznamny rozdil
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df=1

zvolend hladina vyznamnosti p < 0,05 (95 %)

— o, = 3,841
Pozorované pocty genotypl (P)
°AA: 95
°Aa: 25
ceaga: O
Odhad frekvence alel
p+q=1
q=0,10417
p=1-q
p=1-0,10417
p=0,89583
Ocekavané pocty genotypu (O)
°AA: n - p?=120-0,89583% = 96,301
°Aa: n-2pq=120-2-0,89583-0,10417 = 22,396
caa: n-q%=120-0,10417% = 1,302
(95 -96,301)> (25— 22,396)% (0 —1,302)
¥a1-1T 796301 ' 22,396 1,302
Xoyp. = 1,622

2 2
Xtab. > vap.

Mezi pozorovanymi a ocCekavanymi frekvencemi genotypll pfi jednom stupni

volnosti a hladiné vyznamnosti 0,05 neni statisticky vyznamny rozdil. Nelze tedy

zamitnout Ho a testovand populace pro dany lokus se nachdzi v genetické rovnovaze

dle Hardy-Weinbergova modelu.
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6. ZAVER

Dédicna onemocnéni se objevuji u vSech psich plemen, a to bez vyjimky.
Pritomnost kongenitalnich vad s sebou pfindsi fadu zdravotnich rizik. Pfi¢ina vzniku
spocivd ve zméné genetické informace cili mutaci. V soucasné dobé je u psl
popsano okolo 500 dédi¢nych chorob a jen desetina znich je objasnéna
na molekularni Urovni, kdy je pfesné znama kauzalni mutace DNA. Mnoho téchto
dédi¢nych nemoci a vad je obdobnych u ¢lovéka. Jejich vyzkum je velmi dulezity,
jelikoZ by se urcité poznatky ohledné napftiklad diagnostiky a |écby mohly aplikovat
i u lidi.

Vramci diplomové priace byla provedena genotypizace k autozomdlné
recesivnimu onemocnéni sitnice oka, progresivni degeneraci tyCinek a cipka
(PRA-prcd). Studie byla provadéna na 120 psech nékolika plemen véetné kfizenc,
ktefi byli rdzného stari. U ctyf zkoumanych plemen (anglicky kokrSpanél,
labradorsky retrivr, trpasli¢ci pudl a portugalsky vodni pes), jez byla nejvice
zastoupena, byla zndma predispozice ktomuto onemocnéni. Analyza prokazala
pfitomnost mutované alely ve studované populaci ps(.

Celkem bylo odhaleno 25 heterozygotnich prenasec¢li PRA-prcd a nebyl
zaznamendn zadny postiZzeny jedinec. Tomuto zjisténi odpovidalo, Ze frekvence
vyskytu mutované alely v dané populaci byla 10,4 %. V porovnani s vysledky jinych
autoru byla Cetnost této nezadouci alely u studovanych psa predispozicnich plemen
pfiblizné shodna ¢i nizsi. Pouze u plemene portugalsky vodni pes byli vSichni jedinci
dominantni homozygoti (zdravi jedinci), i kdyz byl o¢ekdvan vyskyt mutované alely
prcd. Ostatni plemena byla podle predpokladl zdravd a sporadicky se mezi nimi
objevili heterozygotni prenasedi, coz je pochopitelné zvlasté u kfizencl vice plemen.
Statistické vyhodnoceni ¢etnosti genotypl se zamérenim na prcd analyzovanych psl
potvrzuje, Ze se dana populace nachazi v Hardy-Weinbergové rovnovaze na hladiné
vyznamnosti 0,05.

Velice vhodnym opatfenim pro eliminaci tohoto onemocnéni se zdaji byt
genetické testy, které odhaluji heterozygotni prenasece. Zaroven je nutné nadale

dodrZovat zasady spravné plemenitby v chovech psa.
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7. SEZNAM ZKRATEK
bp - pary bazi
CEA - anomalie oka u kolii
CERF - Canine Eye Registry Foundation
CIDD - Canine Inherited Disorders Database
CSNB - kongenitalni stacionarni slepota u briardd
DNA - deoxyribonukleova kyselina
dNTPs - smés nukleotidd (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
DMSO - primarni metabolit dimethylsulfoxidu
EDTA - kyselina ethylendiamintetraoctova a jeji soli
ELFO - elektroforéza
erd - randa degenerace sitnice (Early Retinal Degeneration)
ERG - elektroretinografie
FCI - Mezindrodni kynologicka federace (Federation Cynologique Internationale)
IDID - Inherited Diseases in Dogs
LIDA - Listing of Inherited Disorders in Animals
OMIA - Online Mendelian Inheritance in Animals
PCR - polymerazova rfetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
pd - dysplazie fotoreceptor(i (Photoreceptor dysplasia)
PRA - progresivni retindIni atrofie (Progressive Retinal Atrophy)
prcd - progresivni degenerace tycinek a Cipkl (Progressive Rod-Cone Degeneration)
rcd 1, 2, 3 - dysplazie tycinek a Cipkl typu 1, 2, 3 (Rod-Cone Dysplasia 1, 2, 3)
rd - dysplazie ty¢inek (Rod Dysplasia)
RFLP - polymorfizmus délky restrikénich fragment(
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
RP - retinitis pigmentosa (dédi¢na slepota)

XLPRA - PRA vazana na samici pohlavi (X-linked Progressive Retinal Atrophy)
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9. PRILOHY

Pfiloha 1: Podrobny prehled vzorkd véetné vysledkd analyzy

vzorek | pohlavi | plemeno | metoda odbéru | detekce
1 F AK chlupy CA
2 F AK chlupy CA
3 F AK chlupy CA
4 M AK chlupy CL
5 M AK chlupy CL
6 M AK chlupy CA
7 F AK chlupy CA
8 F AK chlupy CL
9 F AK chlupy CA
10 F AK chlupy CL
11 F AK chlupy CL
12 M AK chlupy CL
13 F AK chlupy CA
14 M AK chlupy CA
15 F AK chlupy CL
16 M AK chlupy CL
17 M AK chlupy CA
18 M AK chlupy CA
19 F AK chlupy CL
20 M AK chlupy CL
21 F AK chlupy CL
22 F AK chlupy CL
23 F AK chlupy CL
24 F AK chlupy CL
25 F AK chlupy CL
26 M AK chlupy CL
27 M AK chlupy CL
28 M AK chlupy CA
29 F AK chlupy CA
30 F AK chlupy CL
31 M AK chlupy CL
32 F AK chlupy CL
33 F AK chlupy CL
34 F AK chlupy CL
35 F AK chlupy CL
36 F AK chlupy CL
37 F AK chlupy CL
38 F AK chlupy CA
39 M AK chlupy CL
40 F AK chlupy CL
41 F AK chlupy CL
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

MMM m TSI S S T TS Z I i Z L <

AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK
AK

chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
chlupy
krev
krev

CL
CL
CL
CL
CL
CA
CA
CA
CA
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CA
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CL
CA
CA
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88 F AK
89 M PWD
90 M PWD
91 M PWD
92 M PWD
93 M PWD
94 F MIX
95 F MIX
96 F MIX
97 M APS
98 F SS
929 M JRT
100 M DNR
101 F SHE
102 M AS
103 M AS
104 M AS
105 F CHI
106 F CHI
107 M CHI
108 M YT
109 F YT
110 F YT
111 F DNR
112 M DNL
113 F LR
114 F LR
115 F ZR
116 F PO
117 F PO
118 M MIX
119 M MIX
120 F BE

krev CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
chlupy CL
bukalni stér CL
bukalni stér CA
bukalni stér CA
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CA
bukalni stér CL
bukalni stér CL
bukalni stér CA
bukalni stér CL
bukalni stér CA
bukalni stér CL
bukalni stér CL

CL = clear (PRCD/PRCD) - zdravy jedinec

CA = carrier (PRCD/prcd) - pfenase¢ onemocnéni

AK = anglicky kokrSpanél
PWD = vodni portugalsky pes
MIX = kfizenec

APT = americky pitbulteriér
WSS = bily Svycarsky ovcak
JRT = Jack Russell teriér
DNR/L = jezev¢ik standard

drsnosrsty / dlouhosrsty

SHE = sheltie

YT = jorkSirsky teriér
CHI = ¢ivava

AS = anglicky setr

LR = labradorsky retrivr
GR = zlaty retrivr

PO = trpaslic¢i pudl

BE = big|
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Priloha 4: Automaticky izolator nukleovych kyselin (MagCore® HF 16 Plus)
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Prilohy 5, 6: Termocykler (vlevo) a elektroforeticka vana vcetné zdroje (vpravo)

P¥iloha 7: UV transilumindtor slouzici k vyhodnoceni gelové elektroforézy

58



