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1. CiL METODIKY

Cilem metodiky je:

-V navaznosti na aktudlni vyvoj metod molekuldrné genetickych analyz genomu prasat definovat kritéria
volby biologického vzorku uréeného k izolaci genomické DNA vhodné pro aplikaci v SNP technologiich,
zejména pak k analyzam na microarray’s — PorcineSNP60 v2 BeadChips lllumina.

- Tradi¢ni biologické zdroje — obvykle odbér nesrdzlivé krve — nahradit neinvazivhim odbérem
inovativnich zdrojlii DNA, umoznujicim zachovani welfare zvirat, soubéiné s eliminaci dodatecnych
nakladll na odbér, uchovavani a transport odebranych vzorkd.

- ZdGvodnit vybér inovativniho biologického zdroje (zdroji) DNA a dolozZit dlivody jeho primarni volby
z hlediska ucelné stanovenych kritérii.

- Pri specifikaci kritérii volby zdroje DNA vychazet z potfeby nekonfliktniho a komfortniho provedeni
odbéru zdroje DNA v podminkach chovatelské praxe a soubézné zohlednit naroky na zpracovani zdroju
DNA v rutinni servisni laboratofi, s mozZnosti uplatnit tzv. industry model prlchodnosti vzorki
laboratofi, potfebu automatizace metod izolace DNA a vyuZiti robotickych zafizeni.

- Vyvinout a odzkouset odbérovou sadu/sady pro vytipovany zdroj/zdroje DNA, nebude-li vhodna
odbérova sada komercéné dostupna.

- Nabidnout chovatelllm prasat a zainteresovanym organizacim jednoduchy postup, podle kterého
budou v chovech prasat plosné odebirany standardizované biologické vzorky do optimalizovanych
odbérovych sad.

- Pro potfeby tvorby referenéni populace rozpracovat metody izolace genomické DNA z nestandardnich
biologickych zdroju — rezidudlni a archivni zdroje, pro pfipady, kdy neni k dispozici zdroj standardni.

- Vybérem vhodnych zdroji DNA, vypracovanim postupu odbéru, vyvojem odbérové sady pro vybrany
zdroj(e) DNA komplexné optimalizovat proces odbéru a sniZit riziko nutnosti opakovani odbérd zdroju
DNA.

- Definovat postup pro primarni kontrolu kvality izolované DNA sohledem na potiebu vyfazeni
nekvalitnich extraktd DNA z analytickych procesl jesté pred aplikaci na microarray’s tak, aby se
minimalizovaly nelcelné vynaloZzené naklady.

- Sofistikovanym odbérem biologického vzorku a primdrni kontrolou kvality izolované DNA pred
zarazenim do genomickych SNP analyz eliminovat predvidatelné pfi¢iny absence vysledkd SNP
genotypizace, kterd vede k predrazeni SNP microarray’s analyz, ke zpomaleni plosné SNP
genotypizace prasat a v konecném dlsledku limituje vyuZiti potencialll genomickych analyz v procesu
Slechténi prasat.



Il.  VLASTNi POPIS METODIKY

1. 1. Uvod

Praktické vyuZiti molekularné genetické analyzy DNA u prasat se v poslednich tfech desetiletich tradicné
soustfedilo zejména na ovérovani rodicovstvi — polymorfismus mikrosatelitd — STR (Kandalcova, 2008),
detekci gent velkého ucinku, které fidi kvantitativni znaky — QTL (Miller et al., 2000), pfipadné na screening
statusu genu s vlivem na zdravi a uzitkovost — PCR/RFLP, alelové specificka PCR (Dvorakova, 2011).

PIné vyuziti potencialll SNP technologii a naslednych genomickych analyz ve Slechténi prasat je limitovano
aplikaci ,tradi¢nich“ — méné vykonnych analytickych metod, které poskytuji (zejména pokud jde o kvantitu)
pouze omezené informace o genomu prasat. Tento limit by mohl byt odstranén aplikaci technologie
microarray’s — ,DNA Cipy“, kterd umozZnuje detekovat desetitisice SNP variant v rdmci jedné analyzy (Ramos
et al., 2009).

Princip microarray’s spociva v cilené hybridizaci genomické DNA a sekvencné specifickych DNA sond, které
jsou vazany na povrchu cipu. Na Cipu miZe byt imobilizovano aZz nékolik stovek tisic sond specifickych pro
rtzné useky DNA, coZ umoznuje analyzovat Siroké spektrum SNP mutaci (Gojova a Kozak, 2006).

Genomicka selekce, ktera je zaloZena na predikci plemenné hodnoty (genomické plemenné hodnoty GPH
nebo GEBV) u zvifat na zakladé SNP genotypl ziskanych microarray’s analyzou, méni v poslednich
desetiletich chovatelské strategie a pristupy ke Slechténi zejména u skotu. Vychozim bodem pro aplikaci
genomické selekce u prasat byl vyvoj komercéniho Cipu pro vysoce vykonnou genotypizaci, sekvenovani
genomu prasat a aplikace statistickych a bioinformatickych pristup(, které byly nejprve vyvinuty u skotu
a poté adaptovany na zvlastnosti odvétvi chovu prasat (Samoré a Fontanesi, 2016)

Kvalitné izolovana DNA je nutnou podminkou korektniho vysledku vSech DNA analyz, coZ dvojnasob plati pro
vysoce vykonné SNP technologie. Kvalita DNA extraktu urCuje miru UspésSnosti SNP genotypizace
na microarray’s vyjadienou tzv. call rate. /Call rate se rovnd poctu SNP, u kterych byl pri gonotypizaci na Cipu
stanoveny SNP genotyp, déleno celkovym poctem SNP na Cipu (Huentelman et al., 2005)/.

Absence analytickych dat (nebo jejich ¢asti) — nizky call rate — sniZuje relevanci informace o statusu SNP
genotypu jedince, ze kterého byl biologicky vzorek pro izolaci DNA odebran.

Nevhodné zvoleny a/nebo nekvalitné odebrany zdroj DNA je nejCastéjsi pri¢inou nizkych call rate
a vyfrazovani neudplnych datovych soubor( ziskanych SNP analyzou znasledného bioinformatického
zpracovani.

Vzhledem k finan¢ni narocnosti SNP technologie je proto nutné zarazovat do procesu SNP genotypizace
na microarray’s pouze kvalitni vzorky DNA, kterou je mozné izolovat pouze z vhodné zvolenych a standardné
odebranych zdroja.

Optimalizaci odbéra kvalitniho zdroje DNA je tedy nutné chdpat jako prvni a vyznamny krok k zavedeni
a nasledné plosné aplikaci SNP technologie — microarray’s v procesu slechténi prasat.

Il. 2. Vybér vhodnych zdrojii DNA
Il. 2. 1. Obecny pirehled moZnych zdroji DNA

DNA lze teoreticky ziskat z jakékoliv télni tkdné, ktera obsahuje plnohodnotné buriky s bunéénym jadrem
v limitni kvantité a zachované kvalité (Sebastianelli et al., 2008), pricemz plati, Ze informacni hodnota DNA
ziskana z riznych tkani stejného jedince je identicka (Vesela 2009).

Vlyjimkou je DNA ziskana z nékterych tkani fraterndlnich dvoj¢at u vybranych druh( zvifat, predevsim
u skotu, u kterych byl zaznamenan vyskyt tzv. Chimerismu. Tento jev byl popsdn v souvislosti s vicecetnou
graviditou u skotu v souvislosti s ovéfovanim plvodu (Owen, 1945; Verdonck et al., 1996; Ron et al., 1995).
Sohledem na typ placenty prasnice, nebyl tento jev u druhu Sus scrofa ani Sus scrofa f. domestica
pozorovan, proto nemusi byt pti vybéru vhodného zdroje DNA u prasat zohlednén.



,Tradicnim“ biologickym zdrojem pro izolaci DNA u prasat v minulosti byly predevsim vzorky nesrazlivé zilni
krve ve standardnich odbérovych zkumavkach a obvyklych antikoagulacnich roztocich — citrat sodny
(Trisodium citrate), K3EDTA, K2EDTA, Na2EDTA apod.

Odbér nesrazlivé krve poskytuje dostatecné mnozstvi kvalitniho zdroje DNA, umoziujiciho ziskat uspokojivy
vytéZek izolované DNA v narokované koncentraci a Cistoté, s moZnosti aplikace fady alternativnich izola¢nich
metod v manuadlnich i robotickych protokolech.

Odbér nesrazlivé krve lze na druhou stranu bohuzel hodnotit jako nekomfortni, s fadou nevyhod: invazivita
odbéru, potreba predchoziho proskoleni a predpokladanou zkusenost osob odebirajicich vzorek, nutnost
fixace zvirat pfi odbéru, naruseni welfare zvifat. Rovnéz jsou kladeny naroky na zabezpeceni podminek pfi
transportu krevnich vzork(l do laboratore (riziko degradace krevnich vzork( teplem v letnich meésicich,
poskozeni zkumavek pfFi manipulaci s postovnimi zasilkami apod.), proto se od nesrdilivé krve jako
biologického zdroje prvni volby pro ziskani genomické DNA v soucasnosti ustupuje.

K molekularné biologické analyze lIze rutinnimi postupy ziskat genomickou DNA i z jinych, ,alternativnich”,
biologickych zdroju. Jsou to zejména chlupové — stétinové cibulky, vzorky z biopsii tkani (napt. TSU — Tissue
Sample Unit — odbér tkdné ucha), stéry sliznic (nasalni, bukalni), sperma (Cerstvé, mrazené) popfipadé
i nékteré biologicky nedegradované casti jatecnich tél ¢i kadaver( (Gielda and Rigg, 2017).

DNA lze ziskat také z rezidudlnich, ¢astecné biologicky degradovanych a jinak nestandardnich zdroj — tuby
po inseminaci, dlouhodobé zmraZené (archivni) krevni vzorky apod. Z nestandardnich zdroji je mozné
vhodné zvolenou aindividudlné praktikovanou metodou izolovat genomickou DNA a naslednym
nabohacenim vytézku in vitro docilit moZnosti aplikovat takto upravenou DNA na microarray.

Tento slozZity, ¢asové narocny a financné nakladny postup vSak nelze aplikovat pti plosné genotypizaci
velkého poctu vzorkd (Beranek et al., 2012), nicméné je Zadouci tyto techniky metodicky rozpracovat

eer

pro pfipady, kdy bude nutné ziskat pro referencni skupinu genotypy cennych jiz nezijicich jedinct, ze kterych
nebude k dispozici standardni zdroj DNA v potfebné kvalité a/nebo kvantité.

Il. 2. 2. Stanoveni kritérii vybéru vhodnych zdroji DNA z pohledu
chovatelské praxe

Vhodnost odbéru biologického materidlu za Ucelem izolace genomické DNA prasat byla posouzena u téchto
standardnich biologickych zdroj(:

NESRAZLIVA KREV, TKAN UCHA, STETINOVE CIBULKY A STER Z NOZDER RYPAKU

Hodnoceny byly relevantni praktické aspekty, rozhodujici pro komfort provedeni odbéru v prostredi
velkochovu. Na kritéria vybéru favorizovaného zdroje bylo nahlizeno s ohledem na moZnost plosného
provadéni odbérd vétsiho poctu vzorkd v intenzivnich chovech najednou tak, aby bylo moiné vyuZit
potencial genomickych analyz, za soucasné minimalizace naklad( na jednotlivou analyzu.

Definovana byla tato kritéria vybéru zdroje:

INVAZIVITA ODBERU - Ukon odbéru zdroje byl posouzen sohledem na welfare zvifete b&hem odbéru
a nutnost asistence veterinarniho Iékare pfi odbéru — Vyhlaska 19/2018 Sb.

NAROKY NA SPECIALNi ODBEROVE POMUCKY — posouzena nutnost pouzivani (tim i predchozi distribuce)
specidlnich odbérovych pomicek: aplikaéni klesté, injekéni strikacky apod.

PORIZOVACI NAKLADY NA ODBEROVOU SADU

SLOZITOST PROVEDENI ODBERU — nutnost proskoleni osob k provedeni odbéru, potieba fixace zvitete,
pfipadné nutnost asistence dalSich osob u odbéru, ¢asova narocnost apod.

NAROKY NA UCHOVAVANi ODBEROVE SADY — posouzena moznost dlouhodobého uchovavani odbérovych
sad pfi pokojové teploté pfed odbérem a po ném.

RIZIKO ZNEHODNOCENi VZORKU BEHEM TRANSPORTU DO LABORATORE — posouzena odolnost vzorku
vuci extrémnim teplotam a vici mechanickému poskozeni vzorkovnice béhem transportu.

PROSTOROVE NAROKY NA ARCHIVACI BIOLOGICKYCH ZDROJU PO PROVEDENI IZOLACE GENOMICKE DNA
— tato skutecnost je dana potfebou uchovéavat plvodni zdroje DNA pro pripadnou nutnost revize



provedenych zkousek, nebo jejich rozsifeni o nové metodické postupy v navaznosti na expanzi vyuzivani SNP
technologii jako nastroje pro $lechténi prasat v CR v budoucnu.

Hodnoceni bylo provedeno vzajemnym srovnanim kritérii pro jednotlivé zvaZzované biologické zdroje.
skala: 3 relativni stupné: vysoky — stfedni — nizky; nebo ANO — NE

Tabulka 1: Hodnoceni kritérii vhodnosti zdroji DNA z pohledu chovatelské praxe:

NESRAZLIVA STETINOVE NAstLNl’ TKAN UCHA
KREV CIBULKY STERY (TSV)
INVAZIVITA ODBERU ANO NE NE NE
SPECIALNi ODBEROVE POMUCKY ANO NE NE ANO
NAKLADY NA ODBEROVOU SADU STREDNI NIiZKE VYSOKE VYSOKE
SLOZITOST PROVEDENI ODBERU VYSOKA NiZKA NiZKA STREDNI
NAR%&?QOL\’/%HSC;‘S?{VAN" VYSOKE NizKE NizKE NizKE
Rum(;g::;iﬁ":gggg?“” VYSOKE NizKE NizKE NizKE
PROSTO::&:?;"” NA VYSOKE NizZKE VYSOKE STREDNI

Zjisténi:

Z hlediska vSech hodnocenych kritérii se jako biologicky zdroj prvni volby jevi odbér stétinovych cibulek.
Zavér koresponduje s publikovanymi Gdaji (Neary et al. 2014).

Jako alternativa bude v praxi odzkousena metoda odbéru nasalnich stéra.

U odbéru nesrazlivé krve zjevné prevazuji negativa nad pozitivy, tento zdroj nebude doporucen pro plosny
odbér velkého poctl vzorkd.

Odbér tkané z ucha (TSU — Tissue Sample Unit), plosné praktikovany v nékterych evropskych zemich u skotu
(béhem aplikace usnich znamek, nebo samostatné), predpokladd vynaloZeni vysokych vstupnich naklad(
na odbérové sady a narokuje predchozi distribuci odbérovych klesti, bez kterych neni mozné odbér provést.

DNA z obou zminénych zdroju (krev, tkan ucha) stejné jako ze spermatickych davek bude v dlivodnych
pfipadech dale izolovdna mimo rutinni rezim za individualné stanovenych podminek.

Il. 3. Volba vhodnych metod izolace DNA v zavislosti na zdroji

Il.3.1. Princip izolace genomické DNA

Nehledé na Siroké spektrum izola¢nich metod, jejiz volba je pfimo zavisla na charakteru biologického zdroje,
Ize proces izolace genomické DNA ze savcich bunék v principu rozdélit na dva, pripadné tfi, na sebe
navazujicich kroky:

- Prvni krok: tzv. lyze bunék — naruseni integrity bunécné stény a uvolnéni DNA do roztoku. Pouziva se
kombinace fyzikalnich a chemickych postupl. DuleZitou roli hraje vyuziti detergentl a proteolytickych
enzym( (nejcastéji Proteindza K). Pfitomné detergenty rozrusuji fosfolipidové membrany a proteinazy



https://cs.wikipedia.org/wiki/%C4%8Cist%C3%ADc%C3%AD_prost%C5%99edek

degraduji veskeré proteiny, ¢imzZ je docileno uvolnéni DNA z buriky. Prvni faze se mlze vyrazné lisit
v zavislosti na zdroji a je nejvice zavisla na specifickych vlastnostech daného biologického materialu.

V ptipadé bunék s pevnymi bunéénymi sténami musi enzymatickému sStépeni predchazet mechanické
rozruseni membran.

Vysledkem této faze izolace je bunécny lyzat obsahujici DNA ve smési s proteiny, solemi, necistotami,
zbytky lyzaénich ¢inidel, detergentd apod. (Steiger, 2018).

- Druhy krok: vlastni_extrakce DNA z bunééného lyzatu tj. oddéleni DNA od ostatnich slozek lyzatu.
Druhy krok extrakce jiz Ize pro rGzné biologické zdroje unifikovat, pfipadné soubéiné zpracovavat
lyzaty ziskané riznymi metodami. Zjednodusené Ize konstatovat, Ze druha faze izolace neni relevantné
zavisla na charakteru biologického zdroje. Extrakci DNA z kvalitnich bunécnych lyzatl lze bez vétsich
problém{ Uspésné robotizovat.

- Treti krok: purifikacni faze zahrnuje postupy zamérené na precisténi uvolnéné DNA, predevsim je
zamérena na odstranéni takovych sloZek ze vzorku, které by mohly inhibovat nasledné analytické
metody. Nejcastéji je wvyuZivano ,docisténi” extraktu etanolem. V nékterych pfipadech Ize
od posledniho kroku ,dodisténi“ v rutinnich protokolech upustit (Miller et al, 1999; Vondrejs
a Storchova, 1997).

Vhodnou metodu izolace DNA volime na zakladé soubézného posouzeni nékolika rGznych kritérii, ke kterym

patfi vlastnosti vychoziho biologického vzorku — zdroje DNA, predpoklddany vytézek a kvalita DNA

narokované ndslednou analytickou metodou, robustnost a opakovatelnost metody izolace a v neposledni

fadé i ¢asova a finan¢ni ndro¢nost metody izolace (Raska, 2006, Beranek et al., 2006).

Il. 3. 2. Prehled aplikovatelnych metod izolace DNA

Systém odbéru vzork( urcenych k izolaci genomické DNA a jeji nasledné aplikaci na microarray’s —
PorcineSNP60 v2 BeadChips lllumina primarné vychazi z narokl na kvalitu izolované DNA, kterd
do analytického procesu vstupuje, presné definovaného v rutinnim protokolu Infinium HD technologie
(Infinium® HD Assay Protocol Part # 11328087, Rev. B November 2009).

Doporucené hodnoty Cistoty a koncentrace DNA uvdadi dodavatel PorcineSNP60 v2 BeadChips technologie,
firma lllumina, Inc., v instrukénim manudlu: méreno spektrofotometricky — NanoDrop2000.

Ratio of the absorbance: A260/280 a A260/230 = 1,8 — 2,1 a limitni koncentrace: 50 ng/uL

Narokované hodnoty na cistotu a koncentraci vstupni DNA, vlastnosti biologického vzorku, ktery bude
do procesu izolace DNA vstupovat, a potfeba zabezpecit vysokou prlichodnost vzork(l rutinni laboratofi
v praktikovaném industry modelu provozu, do jisté miry zuZuje Siroké spektrum popsanych metod izolace
DNA, které Ize ucelné a efektivné aplikovat (Neary et al., 2014).

ZpUsob provedeni prvniho metodického kroku izolace DNA — lyze bunék — vychazi z biologickych vlastnosti
zdroje DNA.

Pro zabezpeceni efektivni prichodnosti vzork( laboratofi a moznosti vyuZiti automatizace je Zadouci
minimalizovat pocet alternativnich vychozich zdroj DNA a unifikovat proces prvniho kroku — lyze bunék —
pro vsechny alternativni zpracovavané zdroje.

Vlyjimkou je zpracovani nestandardnich zdrojd, které je nutno z rutiny vyclenit a zpracovavat je s ohledem
na jejich specifitu. Zpracovani téchto zdrojl je vénovana samostatna kapitola I1.6.

Pro extrakci DNA z bunécného lyzatu ndmi vybranych biologickych zdroju (viz. 11.2.2.) a pfipadné procisténi
DNA (druhy a treti krok) lze praktikovat nékolik zakladnich metodickych postup:

- Postupy zaloZené na inaktivaci enzymatickych kofaktor( — ,,metoda CHELEX“

Podstatou je separace bunécného lyzatu pomoci centrifugace, po které nasleduje pridani tzv. chelatacnich
Cinidel — latek, které jsou na sebe schopny vyvazovat nékteré typy iontl. V praxi je nejCastéji pouzivan
Chelex—100, iontoménicova pryskyfice, ktera vyvazuje dvojmocné ionty kov(. Pfidanim Chelexu—100
k lyzatu dojde k vyvazani hotecnatych iontll z roztoku, které pak nemohou plnit funkci kofaktor(, a tudiz
endonukledzy nemohou enzymaticky Stépit DNA; tim je izolat stabilizovan.

DNA nebyva z roztoku precipitovana ani dale procistovana (Walsch et al., 1991).


https://cs.wikipedia.org/wiki/Bun%C4%9B%C4%8Dn%C3%A1_st%C4%9Bna

- Postupy zaloZené na vazbé DNA na pevnou fazi

Vyuzivaji efektu, Ze DNA je molekula s parcidlnim zapornym nabojem. Jako zminéna pevna faze je zpravidla
uzivana silika (polymerni oxid kifemicity), ktera je na povrchu rovnéz zaporné nabita. V Cisté vodé se tak DNA
a silika navzdjem odpuzuji. Pokud vSak do roztoku priddme tzv. chaotropni soli, zafunguji jako
zprostiedkovatel vazby mezi DNA a silikou. Touto vazbou je pak DNA pevné vazana k silice a mUZe byt spolu
s ni transportovana. Po zméné sloZeni roztoku (snizeni koncentrace soli, zméné pH z kyselého na zasadité)
dojde ke zrudeni vazby DNA na silikat a k jejimu uvolnéni do roztoku (Simkova, 2012).

V praxi jsou uzivana dvé zakladni uspofadani postupu zaloZeného na vazbé DNA na pevnou fazi:

- tzv. silikatové kolonky, kde je DNA zachycena na kolonce béhem centrifugace lyzatu, poté je
precisténa a nasledné uvolnéna do Cistého elu¢niho roztoku — ,,metoda KOLONKY*

Podminkam provozu rutinni laboratote nejlépe vyhovuje komeréné dostupny, vysoce sofistikovany
izolacni kit: Ql/Aamp DNA Mini Kit 250 (Neary et al., 2014).

Pro rezidualni a archivni zdroje byl odzkousen GeneAll Exgene DNA micro (118-050) izolacni kit
firmy GeneAll GENERALL BIOLECHNOLOGY CO., LTD

- magnetosilikové partikule, kde se DNA navaZze na paramagnetické kulicky, které mohou byt
manipulovany pomoci magnetu — napf. vyjmuty z roztoku, pfeneseny do precistovacich roztoku
a z nich nakonec do eluéniho roztoku, kde je DNA uvolnéna — ,,metoda MAGNETICKE KULICKY*

Podminkam provozu rutinni laboratore nejlépe vyhovuje komeréné dostupny, sofistikovany izolaéni
kit: OMEGA Mag-Bind Blood&Tissue DNA HDQ Kit 96 (Keijzer et al., 2010; Sebastianelli et al., 2008).

Il. 3.3. Vybér metod izolace genomické DNA z vybranych zdrojti

VySe popsané metody, které ma rutinni laborator aktualné k dispozici, byly zhodnoceny a srovnany
z hlediska nasledujicich kritérii:

- naroky na pracovni silu — pracnost

- trvani procesu izolace — ¢asova narocnost

- nakupni cena chemikalii, komercnich izolacnich kitll, spotfebniho plastu apod. — financni naklady

- kvalita extraktu — hodnocena z hlediska koncentrace, Cistoty a absolutniho vytézku extraktu

- mozZnost robotizace — moznost modifikovat manualni protokoly pro TECAN EVO Freedom

Tabulka 2: Hodnoceni kritérii vhodnosti metod izolace DNA v provozu rutinni laboratore

METODQ ] METODA METODA METODA MeGNETICKE
PRECIPITACNI CHELEX KOLONKY KULICKY
PRACNOST vysoka nizka stfedni stfedni
CASOVA NAROCNOST vysoka nizka stredni stredni
FINANCNI NAKLADY nizké sttedni vysoké sttedni
KVALITA EXTRAKTU vysoka stfedni vysoka vysoka
MOZNOST ROBOTIZACE NE NE NE ANO

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




Zjisténi:
Z prvotniho hodnoceni vhodnosti izolacnich metod k vyuZziti v rutinni laboratofi se jako nejvhodnéjsi jevi
metoda purifikace bunécnych lyzatl na magnetickych kulickach, ktera je rozumnym kompromisem

vynaloZenych ndakladl a spolehlivého potencidlu metody produkovat DNA extrakty v poZadované kvalité
a vytéznosti. Jako vyrazné pozitivum Ize hodnotit moznost robotizace zminéné izolacni metody.

Ve vétsiné hodnocenych kritérii nevyhovéla metoda precipitacni.

Metody izolace na kolonkach a tzv. Chelex nelze primarné ani vyloucit ani doporucit. Moznost jejich vyuZiti
pfi izolaci genomické DNA prasat bude nutné peclivé posoudit vkontextu jejich kompatibility
s navrhovanymi biologickymi zdroji.

Navazné na vybér pouzitelnych metod izolace DNA byla posouzena vhodnost vybranych izola¢nich metod
pro laboratorni zpracovani jednotlivych vytipovanych biologickych zdroji DNA prasat.

Tabulka 3: Zhodnoceni vhodnosti metod izolace DNA ve vztahu k jednotlivym zdrojim

METODA | METODA METODA METODA MeGNETICKE
PRECIPITACNI CHELEX KOLONKY KULIEKY

STETINOVE CIBULKY NE NE ANO ANO
NASALNI STERY NE ANO +/- ANO
NESRAZLIVA KREV ANO +/- ANO ANO
TKAN UCHA (TSU) +/- NE +/- ANO
SPERMA ANO +/- ANO ANO
o | N

Zpusob hodnoceni: ANO — vhodna, NE — nevhodna, +/- parcialné pouzitelna

Zjisténi:

Z komplexniho hodnoceni vhodnosti zvaZzovanych biologickych zdroji vhodnych k odbéru za Gcelem izolace
genomické DNA u prasat a jejich kompatibility s moZznymi izolaénimi metodami (s ohledem na provozni
a ekonomicka hlediska) se jako nevhodnéjsi biologicky zdroj jevi stétinové cibulky.

Jako moZna alternativa bude — s ohledem na jednoduchost odbéru a naslednou nizkonakladovou izolac¢ni
metodu — odzkousen odbér nasalnich stér.

Ostatni zdroje (viz. Tabulka 3) budou v pfipadé, Ze nebude moZnost odebrat standardni zdroj DNA,
vyClenény z rutinni prlchodnosti vzork( laboratofi a budou zpracovany individudiné nékterou z vhodné
zvolenych metod izolace, které ma laboratof k dispozici.




Il. 4. Vyvoj vhodné odbérové sady a zpracovani postupu odbéru pro
favorizovany zdroj — stétinové cibulky a alternativni zdroj — nasalni stér

II.4.1. Odbérova sada a postup odbéru pro zdroj DNA Stétinové cibulky

V rezimu velké prichodnosti vzorkd laboratofi, je nutné provadét odbér Stétin pomoci jednotné odbérové
sady. Sofistikovana odbérova sada unifikuje kvantitu i kvalitu biologického vzorku béhem procesu vzorkovani
a umoznuje bezkonfliktni vstup vzorku do procesu laboratorni analyzy.

Pro vybrany favorizovany zdroj DNA stétinové cibulky neni na trhu k dispozici vhodna, komeréné dostupnd
odbérova sada.

PFi navrhu a optimalizaci odbérového setu pro prasata byly vyuzity zkuSenosti s obdobnym odbérovym
setem pouzivanym ke vzorkovani chlupl skotu (Schroffelova et al., 2018).

Navrzeny odbérovy set eliminuje moznosti vzdjemné kontaminace vzorkl béhem odbéru, transportu do
laboratofe, prvotni evidence a zadavani zakazky do laboratorniho systému.

Umoznuje komfortni, jednoduché a casové nenarocné provedeni prvniho kroku laboratorniho zpracovani,
kterym je odebrani aliquotu stétinovych cibulek: manudlné — ustfizenim.

Navrzeny odbérovy set zaroven umoznuje archivaci zbytku nepouzitého zdroje DNA pro moznost opakovani
izolace DNA.

S ohledem na viechny vysSe zminéné naroky byl navrZen, odzkou$en a do praxe uveden odbérovy set pro
odbér stétinovych cibulek (viz Priloha 1A a 1B).

Set ma dvé nedilné ¢asti: vzorkovnici urenou k fixaci odebranych Stétin. Ta je opatfena ¢arovym kédem
a mistem pro jednoznacnou identifikaci zvifete (AM Cislo), od kterého byl vzorek odebran.

Druhou ¢asti setu je obalka, do které se vzorkovnice vklada, aby byl vzorek chranén pred znehodnocenim
a moznosti kontaminace. Pfimo na obalce je natistén jednoduchy navod k odbéru vzorku.

Postup odbéru — prasata:

- Vytrhnéte Stétiny ze hrbetu zvifete

- Je nutno vytrhnout 30 — 40 stétin

- Zkontrolujte, zda Stétiny maji cibulky

- Ze Stétin vytvorte svazecek

- Zodbérového kitu odlepte samolepku —,,Odlep zde“

- Do lepici ¢asti vloZte svazek Stétin tak, aby cibulky zasahovaly do pole pro Stétinové cibulky

N T B A

- Prelepte konce Stétin samolepkou
- Ocistéte si ruce pred dalSim odbérem

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



Il.4.2. Odbérova sada a postup odbéru pro zdroj DNA nasalni stér

Pro odbér nasalnich stérl byla vybrana komeréni odbérova sada PG-100 Performagene firmy DNAgenotek
Inc., Ottawa, Canada (Foley et al., 2011; Maclean et al., 2013) — foto viz Pfilohy 2A a 2B.

Tento odbérovy set je jak v CR, tak celosvétové pouzivany k odbéru nasélnich (pfipadné bukalnich) stérd
u skotu, malych pfezvykavci a psu.

Pro prasata nebyl tento zplsob neinvazivniho odbéru nasalniho stéru dosud odzkousen. V rdmci projektu
probéhla pilotni zkouska odbérové sady u pokusné skupiny 33 zvifat.

Odbér v ramci pilotni studie byl provadén podle instruktazniho videa a navodu vyrobce odbérové sady,
k dispozici na: https://www.youtube.com/watch?v=Cfva6llzN2E

Il. 5. Vyhodnoceni pilotni studie odbéri vybranych zdroji DNA
do odbérovych setd pro odbér stétinovych cibulek a nasalnich stért

Stétinové cibulky byly pro potteby pilotni studie odebirany do navrieného odbérového setu, po predchozi
jednoduché edukaci k odbéru podle navodu uvedeného v kapitole 11.4.1. Vzorky zarazené do pilotni studie
byly ndhodné vybrany ze ¢tyf rlznych odbérd, které byly podle zadani Svazu chovatel( prasat, z.s. v rdmci
feseni projektu provedeny ve tfech Slechtitelskych chovech prasat.

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

Po vizudlni kontrole kvality odbéru byly zdalSiho procesu zpracovani vylouceny vzorky DNA, které
neodpovidaly poZzadovanému standardu — oznaceno: nekvalitné odebrany vzorek (viz. Pfilohy 3A a 3B).

DNA byla izolovana vybranymi metodami: ,metoda Magnetické kulicky” pro izolaci ze stétinovych cibulek
a ,metoda CHELEX — manudlni protokol“ pro izolaci z nasalnich stér(.

Po zhodnoceni kvality DNA izolatu (standardni méfeni koncentrace a Cistoty, pripadné dalsi kontrolni kroky,
viz. Kapitola 11.7.) byly vybrané DNA izolaty aplikovany na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina v protokolu
Illumina HD Infinium technologie. Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Sumarni vysledky pilotni studie odbéru vybranych biologickych zdroj(i DNA u prasat

STETINOVE CIBULKY NASALNi STERY
POCET ODEBRANYCH VZORKU 115 33
POCET NESTANDARDNICH ODBERU VYLOUCENYCH 6 8
Z DALSi ANALYZY PO PRVOTNI VIZUALNi KONTROLE
% USPESNOSTI ODBERU 94,7 % 75,8 %
ROZMEZi KONCENTRACE IZOLOVANE DNA ng/pL 338,4-13,6 154,7 — 64,5
PRUMERNA KONCENTRACE ng/pL 102,5 247,1
PRUMERNA CISTOTA 1ZOLOVANE DNA 501 109
A260/280 (NanoDrop) ! !
ROZMEZi DOSAZENYCH ,,call rate”
PO APLIKACI REPREZENTATIVNICH VZORKU DNA 0.997 — 0,992 0.977-0,637
NA PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina
PRUMERNA HODNOTA ,,call rate” 0.994 0.807




Zjisténi z pilotni studie:
V ramci pilotni studie bylo prokazano, zZe:

1) Stétinové cibulky jsou optimalnim biologickym zdrojem genomické DNA u prasat.

Tento fakt je dolozen:

a) nizkym poctem opakovani odbéru stétinovych cibulek

b) vysokou Uspésnosti izolaci, poskytujicich kvalitni izolat DNA jak z pohledu koncentrace, tak Cistoty
vysledné DNA. Vysledky koresponduji s publikovanymi Gdaji (Sironen et al., 2011).

c) vysokou Uspésnosti analyzy DNA extrakt(i na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina, vyjadienou ,,call rate”.

Dosazené ,call rate” umoznuji zarazeni vSech SNP genotypu stanovenych v rdmci pilotni studie do dal$iho
bioinformatického zpracovani pro vytvoreni referenc¢ni populace a vyvoj postupt pro odhad genomickych
plemennych hodnot znakil prasat zatazenych do Ceského narodniho $lechtitelského programu

2) Metoda izolace DNA ze stétinovych cibulek (izolace na magnetickych kuli¢kach) byla vhodné zvolena.
Volba izolacni metody pfinasi benefit Siroké moZnosti uplatnéni automatizace a robotizace izola¢niho
procesu, co nasledné umoznuje velkou prichodnost vzork( laboratofi a vytvafi vyhodné ekonomické
podminky pro plosné SNP genotypovani u prasat.

3) Odbérova sada pro sStétinové cibulky vyvinutd a odzkousenda v ramci studie je vhodné zvolena, ma
universalni upotiebitelnost, poskytuje uZivatelsky komfort pfi odbéru biologického vzorku v chovu
i pfi zpracovani odebranych vzork( v laboratornich procesech a jejich archivaci.

4) Nasalni stéry nejsou vhodnym biologickym zdrojem genomické DNA u prasat.

Tento fakt je dolozZen:

a) vysokym pocétem opakovani odbéru nasalnich stérd

b) nizkou Uspésnosti izolaci, zejména pak z hlediska Cistoty vysledné DNA

c) nizkou Uspésnosti analyzy izolované DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChips lllumina, vyjadfenou nizkym
,call rate”.

Pouze u 4 analyzovanych vzork( bylo dosazené ,call rate” umoznujici zarazeni vyslednych SNP genotypl
do dalsiho bioinformatického zpracovani. Obvykle uvadénd hranicni hodnota pro zarazeny SNP analyzy
do vypoctu GPH u prasat je >0,90, |épe >0,95 (Uimari et al., 2011, Bovo et al., 2019).

Odbérem nasalnich stérti nelze u prasat jednoduse ziskat pouZitelny zdroj k izolaci genomické DNA.
Pravdépodobnou pfi¢inou bude charakter utvareni nozder u prasat. Z hlediska funkéné-anatomického
utvareni jsou nozdry prasat ve srovnani sjinymi ZivociSnymi druhy (kan, skot, maly prezvykavci)
charakterizovany jako nejméné poddajné a ze srovnavanych druh( ,nejtvrdsi“ (Reece, 2009), proto z nich
pravdépodobné nelze ziskat dostatecné mnoistvi biologického materidlu pouhym setfenim nasalni
stérovkou. Tento odbér biologického vzorku pro izolaci genomické DNA u prasat nelze pro praxi doporucit.

Il. 6. Moznosti vyuziti jinych biologickych vzorku k ziskani genomické
DNA u prasat

Soucasti studie zamérfené na rozpracovani systému odbér( biologickych vzorkd uréenych kizolaci
genomické DNA prasat po SNP technologii byl rovnéZz — vedle vytipovani idealniho biologického zdroje
vhodného k plosnému odbéru zdroji DNA od pocetnych skupin zvifat, metodicky rozpracovan rovnéz —
zpUsob ziskavani DNA z nestandardnich, rezidudlnich a archivnich zdroji. Metody izolace DNA z téchto
zdroj je nutné mit k dispozici pro pfipady, kdy bude Zadouci ziskat pro referen¢ni skupinu genotypy

Vees

kvantité.
Posouzeny budou metodické mozZnosti ziskat genomickou DNA v potiebné kvalité a vytézku z:

a) kanciho spermatu — nativni, zmrazené, rezidualni (pouZita tuba po inseminaci)
b) dlouhodobé archivované nesrazlivé krve — uchované v mrazicim box pfi teploté -20°C déle neZ 1 rok
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I.6.1. Metodické moznosti ziskani genomické DNA z kanciho spermatu
Normadlni savéi sperma je smési spermatozoi suspendovanych v sekretech z varlat a nadvarlat, které jsou
smichany se sekretem z prostaty, semennych vack( a bulbouretrdlnich Zlaz. Koneénym vysledkem je
viskdzni tekutina nazyvana ejakulat, semeno, sperma (Kubicek, 2010).

DNA ve spermatu je v bunécnych strukturach chranéna bunéénymi membranami spermatozoi, coz ji Cini
odolnou vici technikdm izolace DNA pouZivanych pro somatické buriky a vyZaduje alternativni metody
izolace a purifikace genomické DNA (Wu et al., 2015).

BéZné vyuzivané metody izolace genomické DNA ze spermatu byku nelze bez modifikace aplikovat k izolaci
DNA z kanciho spermatu, protoze vlastnosti spermatu obou druhi se vyrazné lisi.

Kanci sperma se lisi od spermatu ostatnich druhl domacich zvifat zejména velkym objemem a extrémni
citlivosti spermii na prudké ochlazeni bezprostifedné po odbéru (Kamanova, 2016).

Inseminace prasnic je vétsinou zajistovana formou dodavky cCerstvého (zchlazeného ve specidlnim rezimu)
spermatu v plastovych flakonech (plastovy obal — tuba).

Z hlediska izolace DNA neni potiebné uchovat v biologickém zdroji (ejakuldtu) potencidlni predpoklady
fertility spermii, pouze je nutné zabranit biologické degradaci spermatu pfed provedenim izolace DNA.
Proto lIze inseminacéni davky béhem prepravy do laboratore bez problémua uchovavat pfi pokojové teploté,
a pred a po analyze v mrazicim boxu pfi teploté -20°C.

Pro izolaci DNA ze spermatu byla zvolena metoda tzv. silikatové kolonky, kde je DNA zachycena na kolonce
béhem centrifugace lyzatu, poté je fixovand DNA precisténa a nasledné uvolnéna do Cistého eluéniho
roztoku.

Odzkouseny byly komeréné dodavané izolacni kity: QlAamp DNA Mini Kit 250 firmy QIAGEN Group, Inc.
a GeneAll Exgene DNA micro izolacni kit firmy GeneAll GENERALL BIOLECHNOLOGY CO., LTD. Kvalita
a vytézek DNA z obou izolaénich kitd byly srovnatelné. Pro poufZiti v rutinnim provozu budou plosné
vyuzivany izolacni kolonky GeneAll, které jsou z hlediska materidlovych nakladd na jednotlivou izolaci
financné vyhodnéjsi.

Jako nejzavainéjsi problém izolace DNA se ukazala nutnost eliminace bilkovinové frakce — sekretu
pridatnych pohlavnich Zlaz — ze spermatu. Neschldnéjsi moZnou cestou reseni problému je umensit podil
bilkovinové frakce minimalizaci vychoziho objemu biologického vzorku na zacatku procesu izolace DNA.
Tato zkuSenost vedla k pokusu odzkouSet jako moZny zdroj DNA reziduum spermatu v pouZité tubé
po inseminaci. Vysledky studie shrnuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Vysledky optimalizace izolace DNA z kanc¢iho spermatu

Primérna Primérna Pocet Kontrola call rate
KONCENTRACE CISTOTA DNA izolovanych | kvality DNA SNP BeadChi
DNA ng/pL A260/280 vzork{ PCR_FA P
nebylo
Nativni sperma 500 pl 870.5 0.85 5 negativni | aplikovano na
SNP BeadChip
nebylo
ZmraZené sperma 500 pl 521.4 1.02 4 negativni | aplikovano na
SNP BeadChip
Nativni sperma 100 pl 37.4 1.65 5 pozitivni 0.87
ZmraZené sperma 100 pL 32.1 1.74 4 pozitivni 0.94
Nativni sperma 25 pL 15.4 2.01 5 pozitivni 0.98
ZmraZené sperma 25 pL 18.2 2.11 4 pozitivni 0.99
Vyplachnutd tuba 9.6 2.00 5 pozitivni 0.98
po inseminaci
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Zjisténi:
Optimalizaci metody izolace genomické DNA z kanc¢iho spermatu bylo zjisténo:

a) vhodné zvolenou metodou izolace je metoda purifikace bunéénych lyzatd na tzv. silikatovych
kolonkach, pficemz lze Uspésné vyuzit méné nakladové kolonky GeneAll Exgene DNA

minimalizaci vychoziho objemu biologického vzorku

c) snizeni vychoziho objemu spermatu snizuje absolutni findlni vytézek, ale naopak vyrazné zvysuje
Cistotu extraktu, optimalnim se jevi vychozi objem 25 uL spermatu

d) mrazeni spermatu ovliviiuje vysledek izolace DNA spiS pozitivné (Ize zdtvodnit fragilitou kancich
spermatozoi a zlepSeni pfistupnosti DNA v bunécnych strukturach spermatozoi v dasledku
zmrazeni)

e) rozhodujici vliv na Uspésnost analyzy DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChip lllumina (vyjadreno call
rate) ma Cistota extraktu DNA ze spermatu (vyjadieno Ratio absorbance A260/280), nikoliv
absolutni vytézek izolace (vyjadfeno koncentrace ng/uL). Relativné nizka koncentrace izolované
DNA za soucasného zachovani vysoké Cistoty nemad negativni vliv na vysledny call rate

f) genomickou DNA lze Uspésné izolovat z rezidualiniho zlstatku spermatu v tubé po inseminaci

g) kvalitu DNA extraktu a jeho pouzitelnost k analyze na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina Ize
s vysokou mirou spolehlivosti provérit v méné financné narocné STR_FA analyze (viz. Kapitola 11.7)

Vsechna zjisténi je nutné v rdmci projektu lépe provérit na vétsi skupiné vzork( spermatu, budou-li tyto
v ramci projektu analyzovany.

II.6.2. Metodické moznosti ziskani genomické DNA z archivnich zdroju

Vytvoreni referencni populace a vyvoj postupl pro odhad genomickych plemennych hodnot znak( prasat
které byly predmétem molekuldarné genetickych testll za uUcelem ovéfeni plvodu metodou STR
genotypizace a/nebo MHS testu (polymorfismus genu pro vnimavost ke stresu RYRI — ryanodinovy
receptor) v predchozich letech. V nékterych ptipadech jsou kdispozici archivni zdroje biologického
materialu, zejména zmrazené nesrazlivé krve.

V ramci projektu byla provérena moznost izolace DNA z téchto archivnich zdroju.

Jedna se o pilotni studii, do které byla zafazena malda skupina archivnich vzorkd, ve snaze ovérit moznost
izolace genomické DNA z téchto biologickych zdroji a jeji nasledné pouziti k analyze SNP polymorfismu
na PorcineSNP60 v2 BeadChip lllumina.

Pro pilotni studii byly zvoleny vzorky nesrazlivé krve, které byly v laboratofi iGenetiky uchovany v mrazicim
boxu pfi -20°C minimalné 1, nejdéle pak 3 roky.

Vzhledem k ndkladovosti na PorcineSNP60 v2 BeadChip lllumina technologie byla do pilotni studie zafazena
pouze malo pocetna skupina archivnich krevnich vzorka, celkem 12 vzorka.

DNA z vybranych krevnich vzorkd byla izolovana pomoci izola¢niho kitu GeneAll Exgene DNA micro firmy
GeneAll GENERALL BIOLECHNOLOGY CO., LTD, ktery dle predchozich zkusenosti nejlépe vyhovuje pro izolaci
forenznich, archivnich a ¢asteéné degradovanych krevnich vzorkl a umozniuje dosdhnout uspokojivé
vytézky (Jochova, 2019).

Pokusnou skupinu pro provéreni moznosti izolovat genomickou DNA prasat ze zmraZené, dlouhodobé
uchovavané krve, tvofily ndhodné vybrané vzorky, rtzné kvality — dle vizualni kontroly.

Z kazdé archivni skupiny — z let 2016, 2017 a 2018 byly vybrany 4 vzorky zmrazené krve:

- 2vzorky, které se dle vizualni kontroly jevily jako vysoce kvalitni pfed archivaci

- 2 vzorky, u kterych byla na zdkladé vizualni a senzorické kontroly predpoklddand nizsi kvalita pred
archivaci
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Vysledky shrnuje Tabulka 6.

Tabulka 6: Vysledky pilotni studie izolace DNA archivnich zdrojl — zmrazena nesrazliva krev

Primérna Primérna Pocet Kontrola call rate
KONCENTRACE CISTOTA DNA izolovanych | kvality DNA SNP BeadChi
DNA ng/pL A260/280 vzorku PCR_FA P
Kvalitni krve 2018 57.5 1.85 2 pozitivni 0.98
nebylo
Nekvalitni krve 2018 7.4 1.02 2 negativni | aplikovano na
SNP BeadChip
Kvalitni krve 2017 49.4 1.90 2 pozitivni 0.97
nebylo
Nekvalitni krve 2017 2.1 0.74 2 negativni | aplikovano na
SNP BeadChip
Kvalitni krve 2016 29.9 2.01 2 pozitivni 0.99
nebylo
Nekvalitni krve 2016 1.2 nemeéfritelny 2 negativni | aplikovano na
SNP BeadChip

Zjisténi:
Pilotni studie k mozZnosti izolace genomické DNA z dlouhodobé zmraZenych vzork( krve prasat pfinesla
nasledujici vysledky:

a) vhodné zvolenou metodou izolace GeneAll Exgene DNA micro, lze ziskat ze zmrazenych
archivnich vzork( nesrazlivé krve uspokojivy vytéZzek genomické DNA v koncentraci a Cistoté
narokované pro aplikaci na PorcineSNP60 v2 DNA BeadChips Illumina

b) rozhodujici vliv na Uspésnost izolace DNA ma primarni kvalita odebraného vzorku nesrazlivé krve,
pred archivaci a zachovani korektnich podminek archivace

c) délka uchovavani vzorku pfi zachovani podminek -20°C nema relevantni vliv na Uspésnost izolace,
pouze pravdépodobné mirné klesa absolutni vytézek (nutno dale provéfit)

d) rozhodujici vliv na Uspésnost analyzy DNA na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illumina (vyjadieno call
rate) ma Cistota extraktu DNA (vyjadfeno Ratio absorbance A260/280), nikoliv absolutni vytézek
izolace (vyjadfeno koncentrace ng/uL). Dllezitou roli hraje zachovani pfimérené integrity DNA
extraktu — kontrolovano ELFO v agarozovém gelu.

Relativné nizkd koncentrace extraktu DNA za soucasného zachovani vysoké Cistoty a pfimérené
integrity DNA izoldtu nema negativni vliv na vysledny call rate

d) kvalitu DNA extraktu a jeho pouzitelnost k analyze na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina Ize
s vysokou mirou spolehlivosti provéfit méné finanéné naroénymi metodami: ELFO v agarozovém
gelu a STR_FA analyzou (viz. Kapitola I1.7).

VSechna zjisténi z oblasti zpracovani archivnich zdroji je nutné v ramci projektu Iépe provérfit na vétsi
skupiné archivnich vzork(, pripadné pokracCovat ve zpracovani archivnich zdroju starsich 3 let, budou-li tyto
k dispozici.

Il. 7. Metodicky postup pro primarni kontrolu kvality izolované DNA

Genotypizace genomické DNA prasat na PorcineSNP60 v2 BeadChips Illlumina je proces financné nakladny
arelativné casové ndrocny. Predpokladd proto dlslednou eliminace nekvalitnich extraktd DNA
z analytickych proces( jesté pred aplikaci na microarray’s tak, aby se minimalizovaly zbytecné financni
a Casové ztraty.
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V ramci projektu byl racionalizovany systém kontroly DNA extrakt(l ziskanych z vybranych zdroji cilené
volenymi izola¢nimi postupy.

PFi posouzeni kvality extraktu je nutné soucasné posoudit koncentraci, Cistotu a pripadné i integritu DNA
extraktu. Pokud bychom kterékoliv z jednotlivych kritérii favorizovali, nebo nan nahlizeli individualng,
vystavujeme se riziku chybného rozhodnuti:

a) bud’ z procesu analyzy na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina zbytecné vylouc¢ime upotiebitelné zdroje
a chovatele zbytec¢né vystavime nutnosti opétovného odbéru biologickych vzorki DNA

b) do dalsi analyzy ,uvolnime” extrakty, které kvalitou neodpovidaji narokim procest analyzy
na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina, genotypizace neprobéhne korektné a jejim vysledkem bude nizky
call rate.

1) Zakladni stupen kontroly kvality genomické DNA je spektrofotometrické méfeni DNA extraktu.

K vyhodnoceni jsme poufZili spektrofotometr NanoDrop 2000 (ThermoScientific).

Roztok nukleovych kyselin (NK) se spektrofotometricky vyhodnocuje pfi vinové délce 260 nm a 280 nm.

NK absorbuji UV zafeni s maximem absorbance v oblasti okolo 260 nm, zatimco proteiny maji maximum
absorbance v oblasti okolo 280 nm.

Absorbance pti 260 nm odrazi ,,absolutni” koncentraci nukleové kyseliny, absorbance pfi 280 nm odrazi jeji
Cistotu, tj. miru pfitomnosti protein(.

Pomér A260/A280 poskytuje informaci o Cistoté extraktu.

Cistd DNA obvykle vykazuje hodnotu tohoto poméru okolo 1,8 - 2 ,0. Pokud hodnota poméru je vyrazné
Do dalsiho procesu analyzy byly bez dalsi kontroly kvality uvolnény vSechny DNA extrakty s koncentraci
2 50 ng/pL a Cistotou A260/280 = 1.8

2) U DNA extraktd s koncentraci < 50 ng/ulL za sou¢asného zachovani A260/280 = 1.8 byla provedena
dodatecnd kontrola kvality DNA vyuzitim metody multiplex PCR. Tato metoda je primarné urcena k STRs
genotypizaci prasat za pouziti panelu Animaltype Pig PCR Amplification Kit (Robino et al., 2007).

Bylo zjisténo, Ze plnohodnotna amplifikace vSsech 11 tetranukleotidovych STRs zahrnutych v Animaltype Pig
kitu je rovnéz ukazatelem predpokladané Uspésnosti aplikace takto provéfeného DNA extraktu
na PorcineSNP60 v2 BeadChip lllumina s moznosti dosazeni dostatec¢né vysokého call rate.

Jako limitni koncentrace pro aplikaci na PorcineSNP60 v2 BeadChip Illumina byla stanoven hodnota

2 9.5 ng/uL a A260/28 0> 1.8

3) U DNA extrakt( s koncentraci 2 50ng/uL a absorbance ratio A260/280 = 1.2 byla provedena kontrola
integrity pomoci elektroforézy v 1.5% agarozovém gelu.
Hodnoceni bylo provedeno vizualni kontrolou elektroforetogramu (viz. Obrazek 1).

Obrazek 1: kontrola kvality DNA extraktl elektroforeticky

128 14K 15 3 ' 178 12B — DNA extrakt idealni kvality - vysoka koncentrace,
> vysoka integrita — pouZitelny pro PorcineSNP60 v2 Chip
; 15K, 16B — DNA extrakt primérné kvality — primérna koncentrace,
“ o g Lo primérna integrita — pouzitelny pro PorcineSNP60 v2 Chip
14K — DNA extrakt s nizkou koncentraci a zachovanou integritou

— pouzitelny pro PorcineSNP60 v2 Chip
16K, 17K — DNA extrakt s nizkou koncentraci a nizkou integritou

— doplnit kontrolu kvality o PCR_STRs
17B — nepouzitelny DNA extrakt
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.  SROVNANi NOVOSTI POSTUPU

K izolaci genomické DNA u prasat byly dosud vyuzivany tradi¢ni biologické zdroje, zejména nesrazliva krev,
v mensi mife pak sperma nebo cibulky ze Stétin. Metody izolace DNA byly dosud voleny sohledem
na nasledné vyuzivani DNA extraktl ke kvalitativnim molekularné-genetickym analyzam, zejména pro
potfebu ovérovani plvodu, k identifikaci QTL, nebo pti¢innych mutaci genl s vlivem na zdravi a uZitkovost.

Prekotny rozvoj a expanze SNP technologii v agrigenomice nabizi SNP gentypizaci jako ucéinny nastroj
pro Slechténi prasat, spolehlivé provéfeny na modelu genomickych analyz u skotu. Vyuziti potencidlu SNP
technologie v oblasti genomickych analyz u prasat narokuje rychlou a vysoce ¢etnou prichodnost vzorki
laboratofi v tzv. industry modelu. Tomuto modelu laboratorniho zpracovani vzork( musi byt prizptsoben jiz
odbér zdroji DNA v chovech, ktery je primarni podminkou Uspésného a efektivniho provadéni SNP analyz.

Aktualné dostupné informace o narocich na metodiku odbéru biologickych zdroji DNA jsou pouze dilci,
ziskané zejména pfi odbérech biologickych zdroji u skotu. Takto nabyté zkusenosti jsou cenné, ale nemohou
byt bez modifikaci aplikovany u prasat, zejména v dlsledku vyraznych biologickych rozdil( obou Zivocisnych
druhd.

Predkladana metodika doklada dileZitost ziskani kvalitniho zdroje DNA jako limitujiciho faktoru Uspésnosti
procesu genotypizace prasat na PorcineSNP60 v2 BeadChips lllumina. Definuje poZadavky na vlastnosti
biologickych vzork(i odebiranych u prasat za ucelem ziskani genomické DNA, s ohledem na morfologické
a funkéni druhové odlisnosti druhu. Sumarizuje a koreluje laboratorné-metodické a praktické-chovatelské
pozadavky na odbér vzorki DNA scilem vyhovét jak chovatelskym, tak laboratornim poZadavkim
na biologicky zdroj a jeho odbér.

Novost metodiky spociva v integraci procesu vzorkovani zdrojii DNA do procesu SNP genotypizace, doloZeni
jeho mimoradné duleZitosti pro Uspésnost celého procesu genotypizace. Formuluje vysvétleni provazanosti
a podminénosti kvality odbéru zdroje DNA s findlni moznosti laboratorni analyzy DNA izolované z kvalitné
odebraného favorizovaného biologického zdroje — stétinovych cibulek.

Nové je v metodice rozpracovan postup prace sinovativnimi zdroji DNA, rovnéZz se zdroji rezidudlnimi
a archivnimi.

Popsan je rovnéz postup dlsledné kontroly DNA pred jejim vstupem do analytického procesu genotypizace
na PorcineSNP60 v2 BeadChips lllumina, ktery eliminuje nekvalitni extrakty (vétSinou pochazejici
z nekvalitnich resp. $patné odebranych biologickych zdrojd) jiz ve fazi, kterd umozni minimalizaci financnich
ztrat.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

,Metodika SYSTEM ODBERU VZORKU DNA“ je koncipovana jako komplexni metodicky pfistup k volbé
vhodného biologického zdroje DNA u prasat. Zahrnuje zddvodnéni volby z hlediska chovatelského —
komfort pri odbéru a laboratorniho — volba efektivnich metod izolace genomické DNA.

Metodika predstavuje soubor optimalizovanych navodd, na jejichz zakladé lze provadét rutinni odbéry
standardizovanych zdrojid DNA pfimo v chovech prasat a poté z nich v rutinni laboratofi v ,industry”
modelu izolovat genomickou DNA v kvalité narokované SNP technologii.

Data ziskana analyzou genomické DNA budou vyuZita k vytvoreni referen¢ni populace a vyvoji postupl
pro odhad genomickych plemennych hodnot znakl prasat zafazenych do Ceského nérodniho
Slechtitelského programu.

Metodika bude uplatnéna spolec¢nosti CBS, a.s., ale i dalSimi opravnénymi organizacemi, které jsou
na zakladé rozhodnuti Ministerstva zemédélstvi opravnény k vykonu slechténi prasat.

Rovné? bude uvadénd do praxe prostiednictvim CMSCH, a.s.,, SCHP, z.s., VUZV,v.v.i. adalich
spolupracujicich subjektl z oblasti chovu prasat.
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V. EKONOMICKE ASPEKTY

Podle zakona €. 110/1997 Sh. O potravinach a zakona ¢. 154/2000 Sbh. O slechténi, plemenitbé a evidenci
hospodafskych zvifat ve znéni pozdéjsich predpisti je CMSCH, a.s. jako osoba povéfend Ministerstvem
zemédélstvi CR k vykonu ¢&innosti podle jednotlivych bodil, povinna poskytovat spolu s plemennou knihou
chovatelllm a opravnénym osobam Udaje, zpracovavat, zverejiiovat a evidovat vysledky, coZ se tyka vSech
chovatelsky dllezZitych vlastnosti.

Zatimco v minulosti byly aktivity spolec¢nosti primdrné zaméreny na problematiku plemennych hodnot
dojenych plemen skotu, jejich vyvoj a rutinni aplikaci, bylo po dohodé se Svazem chovatell prasat, z.s.
pfistoupeno také k aktualizaci postupt odhadu plemennych hodnot u prasat s cilem doplnit soucasné,
konvencné odhadované plemenné hodnoty prasat o informaci ziskanou genotypovanim na PorcineSNP60
DNA Analysis Kit v2 s denzitou 64 000 SNP. VyuZitim zminéného Cipu je mozZné zajistit asociacni studie
celého genomu, stanoveni genetické hodnoty, identifikaci lokus(i kvantitativnich znakd a vysledky vyuzit
pro srovndvaci genetické studie. Zvoleny chip je zaroven ekonomicky kompromisnim fesenim pti garanci
potifebného navyseni spolehlivosti plemennych hodnot, jak potvrzuje fada studii z posledniho obdobi
(Wellmann et al. 2013, Stratz et al. 2014; Xiang et al. 2015).

Predpokladané ekonomické prinosy metodiky jsou kalkulovany aZz do vyse 980,- K¢ za jeden vzorek dodany
do laboratofe ve standardizovaném formatu. Dle dosavadnich zkusSenosti v oblasti genotypovani dojenych
a masnych plemen skotu lze predpokladat, Ze metodicky spravnym odbérem biologického materidlu Ize
eliminovat z procesu laboratorniho zpracovani 2 — 5 % vzork(, jejichZ laboratorni vysledek by bylo nutno
opakovat. Jako pfinos je nutno hodnotit i snizeni administrativni zatéZze personalu laboratore pfi vyfizovani
Zadosti o dodani nového vzorku biologického materidlu. DalSimi pfinosy predkladané metodiky je rozsireni
spektra technik a metodickych postupl pouzivanych v laboratofi iGenetiky, jejichz standardizace vytvari
predpoklad pro robotizaci ¢asti izolacnich procesi. Standardizace vzork( a jejich kvalita pfi dodani
do laboratore je zakladnim predpokladem pro zajisténi naslednych krok(, které jsou dnes v laboratofi
iGenetiky robotizovany a je proto nezbytné zajistit kontinualni kvalitu prijimanych vzork(. Veskeré odchylky
od standardizovaného formatu dodaného vzorku maji za nasledek nutnost manualniho zpracovani vzorku
mimo roboticky protokol, a tim primy negativni dopad na ekonomickou stranku modelu genotypovani
u prasat.

Pfinosem pro uZivatele metodiky je zajisténi uceleného ndvodu — standardniho operacniho postupu
pro ziskani biologického vzorku potfebné kvality, jako zakladniho predpokladu uUspésné analyzy.
Pro chovatele prasat v CR je implementovand metoda genotypovéni zcela inovativni a proto je nezbytné
zafixovat spravné postupy jiz pfi jejim zavadéni do SirSiho, rutinniho provozu. Po vytvoreni dostatecné
robustni referenéni populace zvifat bude kromé zvyseni spolehlivosti plemennych hodnot také mozné se
zaméfrit na detekci nékterych chovatelsky a ekonomicky vyznamnych znaki s cilem zajistit vybér spravnych
(nejcennéjsich) jedincl. V pripadé genotypovani prasat, na rozdil od stejnych postupl u skotu, je tfeba
zohlednovat relativné vysoké naklady na genotypovani, spojené s potifebou genotypovani velkého mnozstvi
kandidatnich zvifat. Vybér spravné strategie genotypovani a definice skupin zvifat, kterd budou
genotypovana, musi byt nedilnou soucasti celého programu genotypovani. Ekonomicky prinos zvyseni
spolehlivosti plemennych hodnot, zajisténi presnéjsiho vybéru jedincl pro dalsi reprodukci nebo eliminace
jedinc nevhodnych k vyuZiti v ramci Slechtitelskych program( dale ndsobi zminéné pfimé Uspory v procesu
genotypovani v zavislosti na zvoleném scénafi genotypovani.
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VII.

SEZNAM PUBLIKACI, KTERE PREDCHAZELY METODICE
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VIll. PRILOHY

Priloha 1A — Odbérovy set pro odbér stétinovych cibulek — vzorkovnice

Odbérovy kit
vioZte do obalky,
zabranite kontaminaci
odebraného vzorku!

ZI°YIswWrmmm

HISW)
.o @

VYNQ 12ejoz] oad
¥3|nqId YyaAnounals 1agpo oad 3y

D & @ STETINOVE

emsc| S CBULEY

a.s. | CHOVATELU

Navod na odbér
a manipulaci
s odbérovou sadou: AM ¢islo zvitete: L [ | | | | | |

Ceskomoravska spole¢nost chovateld, a.s.
Laboratof imunogenetiky
BeneSovska 123, 252 09 Hradistko .
Tel: 257 896 329 Kéd pro
imunogenetika@cmsch.cz elektronickou
objednavku:
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Priloha 1B — Odbérovy set pro odbér stétinovych cibulek — obalka

HISW)
XX

Postup odbéru:

Vytrhnéte zvifeti stétiny

Je nutno vytrhnout 30 - 40 stétin

Zkontrolujte, zda stétiny maiji cibulky

Ze 5tétin vytvorte svazecek

Z odbérového kitu odlepte samolepku

Do lepici ¢asti vloZte svazek Stétin tak,

aby cibulky zasahovaly do pole pro Stétinové cibulky

i

N:-'-'l A
e Prelepte konce stétin samolepkou

e OCcistéte si ruce a klesté pred dalSim odbérem
e Vyplite elektronickou Zadanku na igenetika.cz

Z2"yoswd
22'yaswo@eauasounuwy

6C€ 968 LST IPL

OM3sIpelH 60 ZST ‘€ZT PisAosauag
Ayyauasounuwy jojeloqe]

'S"e ‘N]93eAOYD JS0UDD|OdS BYSARIOWIONSD)
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Priloha 2A — Odbérovy set pro zdroj DNA — nasalni stér — pred odbérem

(9) PerFormagene”

User instructions for nasal collection

Pfiloha 2B — Odbérovy set pro zdroj DNA — nasalni stér — po odbéru
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Priloha 3A — Kvalitné odebrané stétinové cibulky

Priloha 3B — Nekvalitné odebrané stétinové cibulky
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