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|. CIL METODIKY

Cilem metodiky je popsat izolaci genomické DNA v kvalité vhodné pro analyzu polymorfismu SNP na
microarray’s - Bovine Chips Illlumina. DNA bude extrahovana z komplexnich biologickych vzorkl plosné
odebiranych v chovech skotu, zejména ze dvou predem vytipovanych zdrojii DNA — chlupové cibulky a TSU
(Tissue Sample Unit a/nebo odbérové usni znamky), sddrazem na maximalni moZznou miru integrace
robotickych linek do izolaéniho procesu.

Cilem robotizace a automatizace metod izolace DNA je uUcelné zrychlit celkovy analyticky proces, navysit
prichodnost vzorkd laboratofi v zavedeném velkoprichodném tzv. ,industry” modelu provozu a soucasné
eliminovat riziko ndhodnych chyb vznikajicich v dlsledku selhani lidského faktoru pfi manualnich metodach
izolace genomické DNA.

Il. VLASTNI POPIS METODIKY
II.1. Uvod

Stanoveni SNP profilu metodou genotypizace na microarray’s (BovineChips) a vypocet genomické plemenné
hodnoty (gPH) jedince se v poslednich letech staly standardni soucasti plemenafské prace v chovu skotu.
Analyza SNP navic soubéZzné nabizi moZnost interpretovat ze ziskanych dat status konkrétnich gen( s vlivem
na zdravi a uZitkovost, jako alternativu k pfimym testlim bodovych mutaci. SNP analyticka data korelovana
s monitorovanymi daty o zdravotnim stavu mohou vést k odhaleni dosud neznamych gen(i s moznym vlivem
na geneticky podminéné znaky zdravi a uZitkovosti.

Kvalitné izolovand DNA vstupujici do procesu je primarni a nutnou podminkou moZnosti provedeni
analyzy SNP BovineChip technologii. Kvalita izoldtu DNA rozhodujicim zplsobem ovliviiuje celkovou miru
Uspésnosti genotypizace na microarray’s (BovineChips) vyjadfenou tzv. call rate. Nekvalitni DNA zapficini
absenci analytickych dat (nebo jejich ¢asti) a tim diskriminuje nekvalitné stanoveny SNP genotyp jedince

z dalSiho bioinformatického zpracovani.

PIné vyuziti potencialu bioinformatickych analyz dat ziskanych SNP genotypizaci predpoklada velké kvantum
genotypl zarazenych do datového zpracovani. Takové kvantum analytickych dat je moZzné generovat pouze
v laboratofi s velkoprlichodnym modelem provozu. MoZnost provadét v kratkém case pozadovany pocet
SNP analyz a poskytnout ocekdvany pocet SNP genotypu k bioinformatickému zpracovani, je podminéna
rutinnim vyuZivdnim automatickych - robotickych linek a k nim kompatibilnich metod izolace genomické
DNA.

Il. 2. lzolace a purifikace DNA

Prvni fazi vétSiny molekuldarné-genetickych metod je izolace DNA vhodné zvolenou metodou
z favorizovaného biologického zdroje.

Il. 2. 1. Volba zdroje DNA

Genomickou DNA lze teoreticky izolovat z jakékoliv Zivocisné tkané obsahujici eukaryoticka bunécna jadra
(Sebastianelli et al., 2008).

Vybér vhodného zdroje DNA pfi plosné genotypizaci skotu ma sva specifika a omezeni. Vychazi
z kompromisu chovatelskych moznosti pfi odbéru a vzorkovani a metodickych narok(l v laboratornim
analytickém procesu (Schroffelova et al., 2018, 2020).

K ,tradicnim” biologickym materialdm pro izolaci DNA hospodarskych zvitat patfily vzorky nesrazlivé Zilni
krve. Moderni metody izolace umoznuiji ziskat DNA i z jinych, ,,alternativnich®, biologickych zdroja: chlupové
cibulky, vzorky z biopsii tkani (napf. TSU), stéry sliznic, sperma, popfipadé i nékteré biologicky
nedegradované Casti kadaverl (Gielda and Rigg, 2017).

Diskutabilni je moZnost izolace DNA z rezidudlnich, degradovanych a jinak nestandardnich zdrojl (pouzité
pejety po inseminaci, biopsie embryi apod.). | z takto nestandardnich zdroji je mozné vhodné zvolenou
a manualné praktikovanou metodou izolovat genomickou DNA a naslednym nabohacenim vytézku in vitro
docilit moZnosti aplikovat takto upravenou DNA na microarray. Tento sloZity, ¢asové narocny a financné



nakladny postup vsak nelze aplikovat pfi plosné genotypizaci velkého poctu vzorkd (Beranek et al., 2012),
ani v ném uplatnit model robotického zpracovani.

Jako nejvhodnéjsi zdroje DNA u skotu byly z hlediska chovatelskych a laboratornich narok( zvoleny odbéry
chlupovych cibulek a TSU (Tissue Sample Unit).

II. 2. 2. Volba metody izolace DNA

V poslednich 30 letech doslo k zavedeni mnoha metod, které se lisi naroky na laboratorni techniku, mnozstvi
vychoziho materialu, finan¢ni dostupnost a nasledné vyuziti DNA (Surzycki, 2000).

Vhodnou metodu izolace DNA volime na zakladé nékolika rdznych faktor(i, ke kterym patfi vlastnosti
vychoziho biologického vzorku-zdroje DNA, predpokladany vytéZzek a kvalita DNA narokované naslednou
analytickou metodou, robustnost a opakovatelnost metody izolace a v neposledni fadé i ¢asova ndrocnost
metody izolace a moznost jeji robotické modifikace (Raska, 2006, Beranek, 2006).

Metody izolace DNA vyuzivaji rozdilné rozpustnosti biologickych makromolekul, adsorpce na pevny podklad
&i jiny vhodny nosi¢ nebo centrifugace v gradientnich roztocich (Smarda et al., 2005).

V soucasnosti mame k dispozici fadu tradi¢nich i modernich metod izolace DNA, které se v zavislosti na
Je vidy nutné pfipravit biologicky materidl a uvolnit z néj nukleové kyseliny, dale oddélit nukleové kyseliny
z ,nadmolekularnich” struktur, purifikovat DNA a nakonec ji eluovat (Vondrejs a Storchova, 1997).

II. 2. 3. Postup izolace DNA

II.2.3.1. Priprava bunék

Ptred izolaci DNA je tfeba oddélit z biologického zdroje dostatecny alikvot biologického materidlu, u kterého
predpokladame pritomnost bunék obsahujicich bunécnd jadra v mnoZstvi potfebném k ziskani
predpokldadaného vytézku DNA v kvalité a kvantité narokované SNP technologii.

V pfipadé odbéru chlupti do sofistikované odbérové sady (Obrazek 1.) je nutné oddélit poZzadované mnozstvi
(15-20 chlupovych cibulek) do vhodné zkumavky, ve které bude provedend proteolyza. Tento Ukon nelze
robotizovat a provadi se ru¢né — usttizenim (Obrazek 2).

Odbérovy kit viozte
do obélky aZ po vytvoreni
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Obrazek 1. Odbérova sada




V pfipadé odbéru TSU lze provést izolaci DNA z vysece usni chrupavky odebrané do TSU, nebo pfimo
z alikvotu prezervacni tekutiny (Obrazek 3.) odebraného z rezervoaru, ktery je nedilnou soucasti TSU a/nebo
odbérové usni zndmky a slouzi k uchovavani tkdané od provedeni odbéru k provedeni izolace.

Obrazek 3. Vzorek usni tkané odebrany do TSU

II.2.3.2. Lyze bunék

Lyze bunék je prvnim krokem pf¥i izolaci DNA. U bunék s kompaktni bunéénou sténou je k uvolnéni jejich
vnitfniho obsahu obvykle nutné tuto sténu rozrusit lyzi. Lyze se provadi mechanicky, chemicky nebo
kombinaci obou postupl. Vybér zplsobu indukce bunécné lyze zavisi na typu burnky. Mezi chemické
metody patfi enzymatickd lyze nebo lyze organickymi ¢inidly (Vondrejs a Storchovd, 1997; Smarda et al.,
2005). Pfitomné detergenty rozrusuji fosfolipidové membrany a proteindzy zas degraduji veskeré proteiny,
¢imz je docileno uvolnéni DNA z buriky. Po rozruseni bunééné stény a cytoplazmatické membrany se uvolni
bunécny obsah a v pufrovaném roztoku tak vznikd komplexni smés degradacnich produktli biomembran,
DNA, RNA, protein(, lipid(, sacharidd nizkomolekularnich latek a uhlovodik( (Brown and Audet, 2008;
Goldberg, 2008)

V pripadé izolace DNA z chlupovych cibulek a TSU volime enzymatickou lyzi za pfitomnosti proteolytického
enzymu - Proteinaza K - ve vhodné zvoleném pufrovém prostredi.

Z pohledu zabezpeceni vysoké prlichodnosti vzorku laboratofi je Zadouci minimalizovat pocet alternativnich
vychozich zdroji DNA svyrazné odliSnymi ndroky na lyzacni podminky (rozdilné proteolytické enzymy,
aditiva, lyzacni teploty apod.) a do nejvyssi mozné miry unifikovat proces prvniho kroku — lyze bunék — pro
vSechny alternativni zpracovavané zdroje.

V Tabulce 1. Uvadime podminky proteolyzy zjednotlivych zdrojiG DNA. Pro Uplnost uvadime i zdroje
,hesrazliva krev” a ,sperma“, které se po proteolyze mlzou rovnéz integrovat do robotickych izolacnich
protokol(l. Jejich ptiprava pred proteolyzou je pracnd a Casové narocnd, proto tyto dva zdroje v modelu
velkoprichodnych - robotickych izolaci DNA nefavorizujeme.

Bioloaickv vzorek Proeinase K | Pufr TEPLOTA / Doba oznamka
gicky (ul) (ui) trvani proteolyzy P
CHLUPOVE CIBULKY - 20 200 56°C *mezi 60/30 mechanické
25-30 chlupovych cibulek TL 60+30min. * trepani-vortex
. 200 56°C *mezi 60/30 mechanické

TSU | AW liguid TSU - 100 pl 20 TL 60+30min * tfepani-vortex

Tkan - vyse¢ usni 200 o .

chrupavky - ccalx1xlxmm 20 TL 56°C pres noc *15pl DTT
SPERMA -
proprana pejeta/peleta (VT oE1)= 25 200 TL | 56°C 45+45min. +25 ul DTT
zbavena komercnich redidel
NESRAZLIVA KREV - 200 ul 20 200 AL | 56°C 60min.

Tabulka 1. Podminky proteolyzy jednotlivych zdroji DNA



I.2.3.3. Extrakce DNA

Po proteolyze bunék dochazi k dalsimu daleZitému kroku a tim je extrakce DNA z hrubého lyzatu, jeji
zakoncentrovani, odstranéni nezadoucich latek koextrahovanych s DNA a prevedeni DNA do vhodného
pufru (Smarda et al., 2005).

Z nabizeného spektra metod extrakce DNA z hrubych lyzatl se pro poufZiti v rutinni laboratofi s velkou
prichodnosti vzorkl jevi postupy zaloZené na vazbé DNA na pevnou fazi magnetickych ¢astic.

Aplikace magnetickych c¢astic (magnetické kulicky = partikule, Mag-Bind) pfi izolaci DNA zahrnuje tfi
procesy:

1) navazani DNA na povrch magnetické castice: DNA se reverzibilné vaze na magnetické kulicky
potazené vhodnym povrchem — protilatkami proti DNA, silikatem, iontoménicem nebo povrchem s
jinymi vhodnymi funkénimi skupinami.

2) procisténi DNA: DNA navazana na magnetickych casticich se zbavi nezadoucich koextratli — po
navazani DNA se kulicky pomoci magnetu oddéli od roztoku s kontaminujicimi latkami a opakované
se promyji. DNA je navazana na povrchu ¢astic, coz umozniuje rychlou vyménu pufrd nebo
reagentd.

3) oddéleni izolované DNA od magnetickych castic: Purifikovana DNA se po promyti z povrchu
magnetickych partikuli uvolni zménou pufrového prostiedi, které zrusi vazbu DNA k povrchu
magnetické partikule. Magnetické partikule jsou ve findle vnéjSim magnetickym polem
odseparovany z roztoku izolované DNA.

K fixaci a separaci magnetickych castic z roztokd se pouzivd vnéjsi magnetické pole (externi magneticky
separator); z tohoto divodu se nemusi pouZivat k jejich izolaci centrifugace. Magnetické separatory
a magnetické Castice rdznych typl pro extrakci DNA (pfevainé ve formé komplexnich kit reagencii) jsou
v soucasnosti komeréné dostupné (Huska et al., 2008; Trachtova a Rrittich, 2011)

Magnetickd separace DNA je vhodna k automatizaci a robotizaci a pouziva se predevsim pro zpracovani
velkych poctid vzorkd v laboratofich s velkou priichodnosti.

II. 2. 3. 4. Integrace robotickych linek do procesu izolace DNA

K magnetické separaci hrubych proteolyzati z chlupovych cibulek a TSU jsou v laboratofi vyuZivany tfi
robotické linky.

Prvnim krokem robotické extrakce je tzv. ,PLATE creating” tj. preneseni roztok(l hrubych lyzatd ze
zkumavek, ve kterych probéhla proteolyza, do formdatu 96 jamkové desticky. Tato faze izolace DNA jiz
probiha roboticky, v automatické pipetovaci stanici TECAN EVO Freedom (Obrazek 4. a Obrazek 5.).

Obrazek 4. a Obrazek 5. ,,PLATE creating” v robotickém zafizeni TECAN EVO Freedom

V destickovém (= PLATE) formatu prochazi 96 vzorkdi DNA celym izolacnim procesem jako nedilny celek,
¢imz se eliminuje mozZnost zamény vzork( a unifikuji se izolani podminky pro sérii vSech 96 soucasné
izolovanych DNA zdrojl. Izolovand gDNA uchovavand ve formatu 96 jamkovych desticek ma malé
prostorové naroky pfi archivaci v mrazicich zafizenich. Takto automatizovany a racionalizovany proces
izolace zjednodusuje evidenci, minimalizuje mezikrokové zdznamy a umoznuje navysit prichodnost vzorki
laboratofi.



Vlastni extrakce DNA z hrubych Ilyzatd prenesenych do 96 jamkovych desticek probihaji ve dvou
alternativnich izolacnich automatech, které se lisi zpisobem fixace magnetickych kuli¢ek s imobilizovanou
DNA na povrchu k externimu magnetu.

A) Roboticky izolator HAMILTON Firefly NIMBUS96
: .\

Obrazek 7. Magneticky stojanek v zarizeni NIMBUS96, detail magnetickych partikuli v desticce



Vizolatoru NIMBUS96 reaguji magnetické kulicky s navdzanymi cilovymi molekulami DNA na vnéjsi
magnetické pole, které tvofi magnet v magnetickém stojanku (Obrazek7.). Magnetické kulicky
s imobilizovanou DNA jsou magnetickym stojankem pfitahovany ke dnu 96 jamkové desticky a volny roztok
s nenavazanymi koextraty (proteiny, organické a mechanické necistoty..) je z jamek odstranén
pipetovanim. Poté jsou magnetické kulicky opakované promyty vhodnymi promyvacimi pufry. Nakonec jsou
kulicky s navazanymi molekulami DNA pievedeny do elu¢niho pufru, ktery zrusi vazbu DNA k magnetickym
kulickam.

V poslednim kroku se magnetické kulicky v eludtu (jiz bez navdzané DNA) pfitdhnou magnetem ke dnu
96 jamkové desticky a eluat DNA se prenese — odpipetuje — do eluc¢ni desticky.

V podminkach provozu rutinni laboratofe se k magnetické extrakci DNA v izolatoru NIMBUS96 pouziva
komercéné dostupny, vyrobcem zatizeni doporuceny, sofistikovany izolacni kit reagencii: OMEGA Mag-Bind
Blood&Tissue DNA HDQ Kit 96 (Omega Bio-Tec. Inc. M6399) a kompatibilni plastové pipetovaci Spicky
HAMILTON.

B) automaticky extraktor DNA NEXOR96

Obrazek 8. a Obrazek 9. I1zolator NEXOR96, detail
magnetickych prstl s rezidui magnetickych partikuli

Extraktor NEXOR96 vyuZivd metodu fixace magnetickych kuli¢ek s imobilizovanou DNA na magnetické hroty
chranéné jednorazovymi hiebeny (Obrazek 9). Hroty s hfebeny, na kterych je magneticky fixovana DNA, se
vnoruji do 96 jamkovych desti¢ek s jednotlivymi promyvacimi pufry, které se pohybuji v karuselu pod
magnetickym separdtorem. V poslednim kroku se htebeny simobilizovanou (opakované promytou
a procisténou DNA) vnofi do desticky s eluénim pufrem, ktery zrusi vazbu DNA na povrch magnetickych
partikuli. Partikule (jiz bez navdazané DNA) z(istavaji fixovany na magnetickych hrotech a jsou z eludtu DNA
odstranény.

V extraktoru neprobihd Zadné pipetovani, zafizeni nenarokuje Zadné pipetovaci Spicky ani verifikace
presnosti pipetovani. V obdobi pandemie covid19 se vzhledem k trvalému nedostatku pipetovacich Spicek
na svétovych trzich jevi tento benefit izoldtoru NEXOR96 jako velmi vyznamny z hlediska zabezpeceni
provozu rutinni laboratore.

K magnetické extrakci DNA na izolatoru NEXOR96 se pouZiva kompatibilni kit reagencii gMag-DNAO3,
vyrobce Yantai Addcare Bio-Tech Limited Company-ChromoX., China. Soucasti kitu jsou vSechny potfebné
reagencie pfipravené primo k pouZiti pfimo v 96 jamkovych desti¢kach, rovnéz i jednorazové hrebeny.



II.2.3.5. Posouzeni kvality izolované DNA izolované v robotickych linkach

Pti hodnoceni kvality DNA jsme vychazeli z ndroki na kvalitu a koncentraci gDNA doporuéenou pro aplikaci
na mikroarray’s — BovineChips Illumina.

Doporucené hodnoty méreno spektrofotometricky:
NanoDrop: R 260/280 a 260/230=1,8-2,1
Limitni koncentrace: 50ng/ul (Infinium® HTS Assay Protocol Rev. A October 2013).

Jiz dfive byla provérena moznost snizit limitni hranici pozadavku na minimalni koncentraci a Cistotu DNA
extraktu na hodnoty: koncentrace > 10 ng/ul a Cistota R260/230 > 1,40, coz umoznilo zafadit do SNP
genotypizace vzorky izolované DNA ziskané ze zdroju nizsi kvality (Schroffelova et al., 2020). Tato moznost -
dfive provérena v manudlnich izola¢nich protokolech — byla potvrzena v robotickych protokolech pro oba
robotické izolatory - NIMBUS96 a NEXOR96.

II.2.3.6. Zhodnoceni vysledki izolace genomické DNA z chlupovych cibulek
a TSU na robotickych izolatorech a vykonnosti izolatoru NIMBUS96
a NEXOR96
NIMBUS96 NEXOR96
chlupové cibulky TSU (liquid) chlupové cibulky TSU (liquid)
PoceE z’drOJu DNA zafazenych do 6593 671 8915 621
izolacniho procesu
rozmezi koncentrace gDNA 899,7-5,2 387-95 | 11357-122 = 547-12,7
extraktt — ng/pl
prumer?a koncentrace gDNA 354,8 19,4 4015 27,5
extraktlt — ng/pl
primérna Cistota gDNA extraktt —
R260/280 (NanoDrop) 1,89 1,49 1,80 1,58
pocet gDNA extrakti spliujicich 0 0 0 0
kritéria pro aplikaci na BovineChip 6549 (99,3 %) 664 (98,9 %) 8839 (99,1 %) 615 (99,0 %)
fienm pruch?dnost vzo:‘ku procesem 3x96 3496 6 x 96 6 x 96
izolace — pocet extraktti gDNA

VYHODY ROBOTICKEHO ZARIZENi

- flexibilni volba poctu izolovanych
vzorkdi (8-96)

- flexibilni volba elu¢niho objemu

(5-1000 l)

- absence pipetovdni

- komfort predpripravenych kit
reagencii

- vysokd rychlost izolace

- uZivatelsky komfort provozu
zarizeni

NEVYHODY ROBOTICKEHO ZARIZENi

- spotreba velkého mnoZstvi
pipetovacich spicek

- nutnost kalibrace presnosti
pipetovani

- manudlni priprava reagentd do
rezervodru

- fixni pocet izolovanych vzorkd (96)

- fixni eluéni objem (100 ul)

- relativné niZsi ¢istota extraktu

Tabulka 2. Vyhodnoceni vysledkl izolace gDNA a vykonnosti izolatord




Vysledky studie robotickych izolaci gDNA dokladaji:

- favorizované zdroje DNA — chlupové cibulky a TSU — jsou vhodné pro robotické zpracovani
a) gDNA extrakty z chlupovych cibulek vykazuji vyssi koncentrace (ng/ul) a Cistotu (R260/280) nez
TSU, kladou vSak vétsi narok na manualni fazi zpracovani zdroje — stfihani chlupovych cibulek
b) gDNA extrakty z TSU sice vykazuji nizsi koncentraci (ng/ul) a distotu (R260/280), tyto vsak
v naprosté vétsiné pripadd postacuji k zarazeni gDNA extraktll do procesu SNP genotypizace
s korektnim call rate ve vysledku. Odebrani alikvotu zdroje gDNA z TSU narokuje méné manualni
prace a TSU je zdroj vyrazné vhodny k robotizaci

- oba zvolené zdroje DNA je mozné v chovech skotu alternativné plosné odebirat za ucelem robotickych
izolaci gDNA pro SNP genotypizaci

- metoda izolace DNA na magnetickych partikulich je idealni volbou metody vzhledem k moznosti vyuZiti
dvou alternativnich izolacnich robott NIMBUS96 a NEXOR96 s rozdilnym principem fixace partikuli na
externi magnet (magneticka desticka — magnetické prsty)

- vrobotickém modelu izolace byla potvrzena (dfive v manudlnich izolacnich protokolech provérena)
moznost sniZit limitni hranici pozadavku na minimalni koncentraci DNA extraktu na hodnotu
koncentrace > 10 ng/ul oproti limitni koncentraci 50 ng/ul doporucené vyrobcem analytickych
reagencii Bovine Chips lllumina (Infinium® HTS Assay Protocol), coz umoiZnilo zaradit do SNP
genotypizace vzorky DNA ziskané ze zdroju nizsi kvality

- v robotickém protokolu byl rovnéz potvrzen limit Cistoty R260/230 > 1,40, coz je vyznamné niz$i narok,
nez uvadi Infinium® HTS Assay Protocol

- ze srovnani vykonnosti zafizeni NIMBUS96 a NEXOR96 z hlediska vykonnosti + vyhod a nevyhod
provozu vychazi jako zatizeni ,prvni volby” izoldtor NEXOR96, doplnény v rutinnim provozu izolacemi
na zafizeni NIMBUS96

1. SROVNANIi NOVOSTI POSTUPU

Vyuziti potencialu SNP BovineChips technologie narokuje velkopriichodny tzv. ,industry“ model
laboratorniho zpracovani velkého poctu vzorkd v kratkém case. Tento model rutinniho provozu mize
fungovat pouze s vysokym podilem automatizace a robotizace pouzivanych laboratornich metod.

Laboratof iGenetiky CMSCH a.s., jako jediny poskytovatel sluieb v oblasti agrigenomiky v Ceské republice,
prizplsobila metodicky potencial své ¢innosti pozadovanému velkopriichodnému tzv. ,industry” modelu.

Izolace gDNA 7z favorizovanych biologickych zdroji (chlupové cibulky a TSU) standardné probiha
v robotickych zafizenich NEXOR96 a NINBUS96. Laboratof iGenetiky CMSCH a.s. je prvni laboratofi v CR, kde
byla tato zafizeni instalovand a uvedena v rutinni provoz.

Pro robotické protokoly byly modifikovany dfive pouZivané metody izolace gDNA z unikatnich zdroji DNA,
specifickych pro oblast agrigenomiky.

Predkladana metodika sumarizuje zjisténi z procesu zavadéni robotickych metod izolace a na velkém poctu
provedenych Uspésnych izolaci gDNA hodnoti a objektivné doklada dullezitost a smysluplnost procesu
robotizace metod izolace gDNA.

Novost metodiky spocivd v integraci robotickych izolaci gDNA do procesu SNP genotypizace, doloZeni jeho
uspésného zvlddnuti a zavedeni do rutinniho provozu.

IV. POPIS UPLATNENI METODIKY

Metodika popisuje integraci robotickych linek do procesu izolace gDNA ve velkopriichodné rutinni
laboratofi. VyuZitim robotickych linek se vyznamné urychli a standardizuje izolace gDNA a navysi
prichodnost vzorkd v naslednych molekularné-genetickych analyzach.

UZivateli metodiky mohou byt servisni laboratofe sambici praktikovat velkoprlchodny tzv. ,idustry
model” Cinnosti. Zjisténi se neomezuji pouze pro oblast agrigenomickych servisnich subjektl, ale jsou
univerzalni a lze je aplikovat naptiklad pfi izolacich DNA a/nebo RNA v souvislosti s plosSnym testovanim
spojenym s protipandemickymi opatfenimi.



V. EKONOMICKE ASPEKTY

Navyseni prichodnosti vzork( servisni laboratofi a generovani SNP dat ve velkych sériich, pro které vytvari
robotizace izolaci DNA na vstupu idedlni podminky, povede v konecném duisledku ke sniZzeni ceny za
stanoveny SNP genotyp, ¢imZ bude umoznéno navyseni poctu genotypovanych jedincl. NavySovani objemu
dat vstupujicich do bioinformatického hodnoceni povede ke zpfesnéni a zrychleni vypoctl gPH, diky kterym
chovatelé zacleni genomickou selekci plemennych zvifat do rutinniho managementu svych stad. Ziskavaji tak
selekéni nastroj, diky kterému se vyraznym zplsobem zpfesiiuje vybér nejcennéjsich jedincl pro rozsifeni
Zadoucich produkénich i mimoprodukénich vlastnosti v populaci dojeného skotu, véetné ukazatell zdravi a
odolnosti.

Robotizaci mechanicky se opakujicich, odborné nenarocénych procesd, se c¢astecné fesi nedostatek
kvalifikovaného personalu. Zavadéni robotickych je linek nezbytné jak z divodu nedostatku pracovnich sil,
tak i z pohledu eliminace vyskytu ndhodnych chyb v disledku selhani lidského faktoru (zdména vzorku,
chyba pfi pipetovani).

Modifikaci manudlnich metod izolace DNA pro robotické linky NEXOR96 a NIMBUS96 dochazi ke snizeni
pfimych materidlovych nakladt (kity reagencii, spotfebni plast) o cca 11,7 K¢ na jednu izolaci. Pfi hodnoceni
benefitu sniZzeni pfimych materidlovych nakladl je rovnéz nutno brat zfetel na trvaly narlst cen spotfebniho
materialu pro molekuldrné-biologické technologie a jeho nedostupnost v disledku covid19 pandemie.

Za predpokladu plosné genotypizace stdd, zejména u dojného skotu, lze predikovat trvalé zvySovani poctu
provadénych SNP genotypizaci. V nadchazejicim roce lze vramci realizace programd FIT COW (SNP
genotypizace u Hostynského skotu) a CATTLE GENOM (genotypizace u Ceského Strakatého skotu) ocekavat
pozadavek na provedeni min 35 000 SNP genotypizaci, coz znamena Usporu na uUrovni cca 400 000 K¢
v ptimych ndkladech na izolace DNA, kterd byla od 1.9. 2021 promitnuta do snizeni ceny SNP genotypovani.
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