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ABSTRAKT

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda je mozné rozlisit jednotliva psi plemena pomoci
proteinové analyzy jejich srsti, coz by mohlo byt vyuzito naptiklad pii forenznim
dokazovani. V ramci této prace doslo také k porovnani podobnosti psich plemen s vlkem,
ktery byl domestikovan, a je tak povazovan za ptredchtidce psa. Pro tuto praci byla odebrana
srst ttem nepiibuznym zastupcim Sestnacti psich plemen. K analyze téchto vzorka bylo
vyuzito $tépeni enzymem trypsinem a poté pomoci hmotnostni spektrometrice MALDI-TOF
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight) a LC/MS-MS (Liquid
Chromatography with Tandem Mass Spectrometry) byla ziskana hmotnostni spektra.
Ziskana data byla vyhodnocena analyzou hlavnich komponent PCA (Principal Component
Analysis) a linearni diskrimina¢ni analyzou LDA (Linear Discriminant Analysis).
Po vyhodnoceni ziskanych dat bylo zjisténo, Ze jednotliva psi plemena pomoci této metody

neni mozné rozlisit.
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SUMMARY

The goal of my thesis was to find out whether it is possible to distinguish among individual
dog breeds from the protein analysis of their fur. This knowledge could be used, for example,
in forensic science. In this work, there was also a comparison of the similarity of dog breeds
with a wolf, which was domesticated and is considered as an ancestor of the dog.
For this study, the hair of three representatives of sixteen dog breeds was collected.
To analyse these samples enzyme cleavage was used a trypsin, and mass spectra were
obtained by MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time
of Flight Mass Spectrometry) and LC/MS-MS (Liquid Chromatography with Tandem Mass
Spectrometry) methods. The obtained data were evaluated by the PCA (Principal
Component Analysis) and LDA (Linear Discriminant Analysis) method. It was found,

that individual dog breeds cannot be distinguished using both methods.
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1 UVOD

Savci jsou velmi rozsifenou a znamou skupinou zivocichd, pro které je jednim z typickych
znakl srst, kterou u jinych zivocichii nenajdeme. Srst patii, podobné jako kost, k velmi
odolné Casti téla, a prave proto je jeji analyza predmétem Castého zajmu. Rozliseni kize
¢i srsti je Casto potiebné pro urceni jeji pravosti (Solazzo, 2017), ale také pti urceni druhové
prislusnosti ve forenzni véd¢ (Bertino a Bertino, 2015), protoze v dnesni dob¢ ¢asto dochazi

k pasovani zvirat, a tak se neustale zvySuje snaha o ochranu zivocichu.

K porovnani  srsti, respektive chlupi, se nejcastéji vyuzivd morfologické
a mikromorfologické zkoumani, které¢ vyuziva mikroskopickych technik (Tridico et al.,
K témto metoddm patii napiiklad analyza nukledrni DNA, ke které je zapotiebi kotfinek
chlupu, ten ale ¢asto podléha degradaci (Mills et al., 2000), ¢i analyza mitochondridlni DNA
vyzadujici chlupovy stvol. Vzhledem k tomu, Ze chlupy obsahuji proteiny, které jsou odolné,

je mozné vyuzit proteomické zkoumani, ¢ehoz bylo vyuzito i v této praci.

Tato prace navazuje na mou bakalafskou praci tykajici se rozliSeni zvifeci srsti pomoci
hmotnostni spektrometrie. Vzhledem k tomu, ze vysledek prace byl pozitivni a ukazalo se,
ze pomoci této metody lze jednotlivé druhy savcl rozpoznat na zaklad¢ jejich srsti, rozhodla
jsem se ve vyzkumu pokracovat a zjistit, zda je mozné pomoci hmotnostni spektrometrie
rozli§it plemena pst. Otazka tedy zni — lze rozpoznat také jednotlivd psi plemena

prostiednictvim chlupti?

V této praci byly zkoumény chlupy 17ti plemen psti. Enzymové nastépené proteiny obsazené
v chlupech byly analyzovany prostfednictvim hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF MS
(Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight Mass Spectrometry). Vzorky
byly také analyzovany pomoci LC-MS/MS (Liquid Chromatography with Tandem Mass
Spectrometry). Ziskana spektra byla vyhodnocena pomoci analyzy hlavnich komponent
PCA (Principal Component Analysis) a linedrni diskrimina¢ni analyzy LDA (Linear
Discriminant Analysis). Kromé porovnani vybranych psich plemen doslo také k urceni

odliSnosti mezi psy a vlkem.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 SAVCI (Mammalia)

Ttida savcl se fadi do zivocisSného podkmene obratlovct (Vertebrata) spadajici do kmene
strunatct (Chordata). Jedna se o mnohobunécné organismy, na jejichz stavbé téla se podileji
tfi zarodecné listy. Kromé wvnéjSiho a vnitiniho zarodecného listu, tedy ektodermu

a entodermu, je pfitomen i tieti zdrodecny list — mezoderm (Gaisler et al., 2007).

Savci se od ostatnich zivo€ich odliSuji pomoci specifickych znaki, mezi které patii
napiiklad jejich srst, kterd je ektodermalniho ptvodu, a také krmeni mlad’at matefskym

mlékem produkovanym zlazami, podle nichz také vznikl nazev savcl — Mammalia.

T¢lo savci je schopné udrzovat stalou télni teplotu a diky této schopnosti se s nimi lze setkat
ve vSech oblastech nasi planety. Savci se pfizptsobili Zivotu na sousi, ve vod¢, ale také

ve vzduchu.

Kazdy savec ma odliSnou velikost, obyva rtiznd prostfedi, zivi se rozdilnou potravou,
proto neexistuje zadny typicky savec. Jsou to organismy velice ptfizplsobive, fadici

se do nejpokrocilejsi skupiny obratlovci.

2.1.1 Evoluce savcu

Vznik prvnich obratlovell je datovan v prvohorach, kdy strunatci ptesli do sladkych vod,

pri¢emz se predpoklada, Ze na Zemi se prvni obratlovci vyskytovali jiz pred 450 miliony let.

Vyvoj savcl zacal jiz v prvohorach. Ttida savci se pravdépodobné vyvinula spolu s tfidou
ptaka z t¥idy plazi, u které jiz na po¢atku vyvoje vznikla linie nazyvana Therapsida vedouci
k vyvoji pravé savci. Béhem tohoto vyvoje zaCalo nové utvareni lebky, zlehceni kostry
a pfesunuti koncetin pod télo, ¢imz se mali a dravi savci stali vice pohyblivi. Déle také doSlo
k vyvinu dalezitych znakli umoziujicich rozdélit vyvoj savcl od plazi. Mezi znaky plazi
linie Therapsida, objevujici se také u savct, patii teplokrevnost podilejici se na regulaci

teploty téla spolecné se srsti. Tato schopnost umoziuje pteziti organismt v zimnim obdobi.

Rozdilnym znakem plazli a savcl je naptiklad rozmnoZovani a vyvin jedince. U plazl
dochdzi k vyvinu ve vejci mimo télo matky a preziti je tedy zavislé na vnéjSich faktorech,

zatimco u savcl dochazi k vyvinu jedince uvnitt délohy matky.



Evoluce savct probihala velice pomalu, kdy ptechod savcii z plazl probihal plynule, proto
neni mozné urcit presné ¢asové obdobi rozdéleni plazli a savcl. Predpoklada se, ze tento
piechod byl dokoncen na konci triasu. Prvni savci se vSak objevili jiz ve svrchnim triasu,
kdy se zrodili také dinosaurti, a proto savcim hrozilo vyhynuti. Na konci mezozoika doslo

k hromadnému vymirani plazl, ¢imz se savcim oteviely nové moznosti.

Za predky dnesnich savct je povazovan fad Eupantotheria. Nejstar$i savci jsou znami z jury
a kiidy, na jejimz konci doslo ke vzniku riznych skupin savct. V tomto obdobi dominovali
archai¢ti hmyzozravci, prakopytnici a primati. K prudké diverzité¢ druhi doslo v kenozoiku
a nejvetsi rozvoj saveil probehl ve tretihorach. Béhem tohoto obdobi byly archaické druhy
savcil nahrazeny dneSnimi lichokopytniky, sudokopytniky, Selmami, ale vznikly také zcela

nové skupiny. Ve ¢tvrtohorach se savci stali nejvyspélejsimi zivocichy.

2.1.2 Specifické znaky savci

Jednim ze specifickych znaki, kterym se savei odliSuji od ostatnich zivocichtl, je péce
o potomstvo. Az na vyjimku ptakofitnych savcil se zdrodek vyviji uvnitt téla matky
a nasledné, jiz po samotném porodu, se samice stard o sva mlad’ata, ktera se rodi v riizném
stupni dospélosti. Protoze ze zaCatku nejsou mladd’ata sobéstacna, jsou odkazana na pomoc
matky. Jsou krmena matetskym mlékem, které je produkovano mlé€nymi Zlazami, k jejichz

aktivaci dochézi po narozeni mladéte.

Savci jsou schopni termoregulace, tedy kontroly stalé t€lesné teploty, tj. homoiotermie, ktera
se pohybuje v rozmezi teplot mezi 36 °C az 39 °C, teplota obvykle ptevysuje teplotu
vnéjSiho prostiedi. Stala tclesnd teplota umoZiuje Zzivot v extrémnich podminkach,
proto savci mohou osidlovat téméf kazdy biom. Piebytecnému vydeji tepla zabranuje
izolaéni vrstva, kterou si savci na téle musi vytvofit. Izola¢ni vrstvu tvoii srst, kiize

a podkozni tuk. Podminkou pro homoiotermii je schopnost svalového ttesu.

2.1.3 Charakteristika téla savcu

Sam¢i a samici jedinci jsou rozliSovany pomoci sekundarnich pohlavnich znakd, kterymi
jsou napiiklad velikost téla, rGzné specifické utvary nebo zbarveni jedince zdvisejici

na prosttedi, ve kterém ziji. Savci jsou velice rozmanitymi Zivocichy.

Tvar lebky je utvofen na zéklad¢ specializace potravy. Lebka mé velkou mozkovnu,

obsahuje dva tylni hrboly umoziujici spojeni s kréni patefi. Ve srovnani s ostatnimi
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koncovy mozek, jehoz soucasti je kiira mozkova. Ta je hluboce zbrazdéna, coz utvaii veétsi
povrch pro ptivod vétsiho mnozstvi dostfedivych vldken, diky tomu miize byt pod kontrolou

vice fyzickych funkeci.

Oporu téla tvoii patef slozena z obratli, jejichz pocet je u kazdého druhu savci odlisny.
Avsak pocet krénich obratll je u vSech druhti stejny, kazdy druh mé celkem sedm krénich
obratli. M¢kké organy jsou chranény hrudnim koSem, ktery je tvofen Zebry spolecné

s hrudni kosti.

Koncetiny savcii byly uzpiisobeny podle vyskytu v rizném prostiedi. Nékteti aktivné 1étajici

savci maji predni konCetiny preménéna v kiidla.

Srdce savci je rozdéleno na Ctyfi Casti, tedy na pravou a levou piedsiii s pravou a levou
komorou, diky tomu je okyslicend krev oddélend od odkysli¢ené. Krevni obéh je zcela
uzavieny a rozdeleny na plicni a télni. Malym krevnim obéhem proudi krev mezi srdcem
a plicemi, zatimco mezi srdcem a celym télem cirkuluje krev pomoci velkého krevniho
obéhu, ¢imz jsou po téle rozvadény ziviny a kyslik. Krev obsahuje bezjaderné cervené

krvinky, které diky tomu zahrnou vice hemoglobinu a podili se na udrZeni stalé télni teploty.

U savcl se kvili jejich sani matefského mléka vyvinuly svalnaté tvafe, ty se u jinych
obratlovcl nevyskytuji. Kazdy savec pozira odliSny typ potravy, proto se u nich lisi takeé jeji
pfijem a traveni. Jejich chrup byl uzpiisoben k trhani a zvykani potravy, k ¢emuz napomohlo
spojeni horni a dolni celisti kloubem. U mlad’at nejprve vyrastd chrup mlécny, ktery je
nasledné nahrazen chrupem trvalym. Pocet a tvar zubt se u jednotlivych druhii savct 1isi,
a proto Ize zuby pokladat za poznavaci znak. Slinné Zlazy produkuji sliny, které v dutiné
ustni zvlh¢éi potravu, obali ji hlenem a chemicky rozs$tépi. Jazykem je potrava posunuta
do hltanu, poté prochazi jicnem a Zaludkem, ktery vylucuje ochranny hlen spolu s kyselinou
chlorovodikovou. Ta uvniti vytvaii kyselé prostfedi, to napomahé k pfeméné proenzymu
pepsinogenu na aktivni formu — pepsin, zajist'ujici Stépeni bilkovin. V tenkém stfevé dochazi
ke vstfebani zivin, v tlustém stieveé se vstiebava prebytecna voda a nestravené zbytky jsou

shromazd’ovany v konecniku.

Savci, jako jedini z zivocichi, ve vétSin€é piipadech rodi ziva mlad’ata. Vyjimku tvoii
nejprimitivnéjsi savci — ptakofitni, do kterych se fadi ptakopysk a jezura. Tyto druhy se stale
rozmnozuji prostfednictvim vajec, kterd musi byt zahfivana, stejné jako je tomu u plazi.
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K primitivnim savcim se tadi také vacnatci. V pifipad¢ vacnatci se rodi mladata malo
vyvinutd z divodu nepfitomnosti pravé placenty, vyvoj tedy nasledn¢ probiha ve vaku
matky. U vyspélych savci je zarodek az do narozeni ulozen v déloze matky. S matkou je
spojen placentou, prostiednictvim které je zajisStovano dychani, pfijem potravy

a vylu¢ovani. Pocet rozmnozovacich obdobi i délka biezosti samice je u kazdého druhu jina.

Smyslové organy slouzi k rozeznavani okolniho prostfedi. Jednim z nejvyvinutéjsich smysla
savcl je sluch, ktery je u savca kvili vng€jSimu uchu napadny, tvoieny slozité tvarovanym
usSnim boltcem. Stiedni ucho obsahuje tti sluchové kuistky — kladivko, trminek a kovadlinku,
vzniklé pfeménou Celistniho kloubu ryb, obojzivelnikl a plazi. Ve vnitinim uchu je ulozen
rovnovazné-sluchovy orgéan tvotren blanitym labyrintem. Dilezitym smyslem je také Cich,
prostiednictvim kterého savci vyhledavaji kotist, ocichdvaji potravu, a také rozeznavaji
prostiedi. Po Cichu je druhotné pouzivan hmat, hmatové receptory jsou ulozeny v kazi

1 v chlupové bradavce.

Povrch téla savel je tvofen z kiize. Ta je slozena z prokrvené Skary, na kterou naseda
pokozka. Neustdle dochédzi k tvorbé novych koznich bunék, které vytlacuji staré buiky
na povrch kiize. Na povrchu klize, stejn¢ jako u plazii, dochazi k rohovaténi, odumirani
a odlupovani starych bun¢k. U vétSiny druhti savci se v kUzi nachazeji pigmenty,
ty zapfiCinuji riznd zbarveni jedincl. Vicevrstevnou pokozku tvofi wvngj$i vrstva
odumftelych bunék a ma ochrannou funkci. Skara, tedy vnitini vrstva kize, je silna vrstva,
obsahujici velké mnozstvi Zlaz, krevni cévy a zakonceni nervii. Mezi zlazy, které jsou
obsaZeny ve Skafe, patfi potni a mazové, které se nasledné premeénily také ve zlazy pachoveé
amlécné. Mazové Zlazy usti do chlupovych vackl a vymésuji chemické latky. Pachové Zlazy
se spolecné s chlupy podili na fizeni télesné teploty nebo na ochlazovani prostfednictvim
potu. Pod kiizi je umisténo podkozni vazivo prostoupeno tukem, ktery slouzi jako zasobarna

Zivin a spolu se srsti zabranuje ztratam tepla.



2.2 SRST

JedineCnym poznavacim znakem je srst. Srst je rohovity utvar na povrchu téla savci,
podobné jako u ptaki pefi, které ma stejné jako srst pivod v rohoviné. Peti vSak, na rozdil
od srsti, pochazi z plazich Supin. Piivod srsti neni zcela jasny. Predpoklada se, ze chlupy

a Supiny se vyvijely zaroven, nebo se vyvinuly az po vyvoji Supin (Gaisler, 2007).

O vzniku srsti pojednava vice teorii a mezi védci tak panuji rozepte. Jedna z teorii hovoti
o tom, ze srst vznikla jako zcela nova struktura, zatimco dalsi teorie, ktera je zastdvana
darwinisty, nasvédcuje o vyvoji ze Supin plazi. Diky zrohovatélé kutikule pokryvajici chlup
je mozné srst dobfe uchovat, coz je divod, pro¢ mize byt srst soucasti fosilnich nalezi.
V téchto ndlezech se srst vyskytuje jako funkéni struktura bez evolu¢niho vyvoje,
to zajiStuje vétsi pravdépodobnost teorie o nové struktute, neni to vSak prokazané. Védci
se neshoduji ani v otdzce — pro¢ se srst u savci vyvinula, obecné se tvrdi, ze srst vznikla

za ucelem teplené izolace téla, coz neni zpochybnéno, ale ani dokazano (Bergman, 2004).

Jednou z funkei srsti je ochrana téla pred vnéj$imi vlivy, srst se také podili na udrZzovani
stalé télesné teploty, slouzi jako hmatovy organ nebo je vyuzivana pii maskovani ¢i varovani
neptitele. U kazdého druhu je srst pfizpisobena podminkam, ve kterych dany jedinec Zije.
Savci jsou v zavislosti na periodickych zménach podnebi nuceni srst obménovat. Tento
proces je oznacovan jako linani srsti, pfi kterém staré chlupové cibulky zrohovati a odlouci

se od papil, na kterych se nasledné vytvoii nové (Gaisler, 2007).

Srst kryje rohovatéjici pokozku a je masténa sekretem z mazovych zlaz. Zbarveni srsti 1 jeji
délka jsou dany geneticky a jsou charakteristické pro dany druh savcli. Vyskytuje
se v riiznych typech —rovna, ale také vinita i kudrnata. Typ srsti zavisi na buitkach uloZenych

na dné chlupového vacku tvoftici vlaknité svazky.

U nékterych savct miize srst zcela chybét nebo byt nahrazena dalSimi specializovanymi
utvary vzniklymi modifikaci chlupli, pravdépodobné jejich splynutim a preménou.
Takovymi Utvary jsou ostny, rohovité Supiny nebo rohovité zakonceni prstlh — nehet, drap,

kopyto.

Srst je derivatem epidermis, vrstevnatého rohovatéjiciho epitelu, ktery je casti kiize.
Je tvofena mnozstvim chlupt, které jsou rozliSeny na koten, vlasovy folikul (vacek) a stfedni

¢ast — osu.



Chlup (pilus) vytvaii spolecné s kozni zlazou, vazivovym pouzdrem a hladkosvalovym
vzptimovagem chlupu jeden celek. Cast chlupu sahajici nad pokozku se oznaéuje jako stvol,

¢ast chlupu zasazena v kiizi je oznaCovana jako kofen.

Vznik chlupu, 1 ostatnich koznich derivatt, je zaloZzen na odstupu epitelového pruhu, ktery
smétuje do Skarového vaziva. Toto vazivo vytvofi chlupovou papilu, kterd je vtlacena
do epitelovych bun€k a ty ji obklopi. Tvorba chlupti je pomalym procesem, ktery probiha
v cyklech, pii kterych se stfida ristova a klidova faze. Faze cyklu jsou zobrazeny
na obrazku 1. Béhem anagenni faze je vlasovy folikul plné funkéni, nasleduje zacinajici
katagenni faze, kdy zacina degradace folikulu pokracujici az do pozdni katagenni faze.
Pti telogenni fazi jsou folikuly jiz degradované, dochéazi k postupnému uvolnéni chlupu
a zacind se formovat novy vlasovy vacek. Poté opét zafind anagenni faze, kdy je novy

vlasovy vacek aktivovan, za¢ina rist novy vlas a cely cyklus se opakuje (Dyce et al., 2009).

Obr. 1. Jednotlivé faze cyklu ristu chlupu (Dyce et al., 2009). A — anagenni faze,
B — zacinajici katagenni faze, C — pozdni katagenni faze, D — telogenni faze, E — zacinajici

anagenni faze.



2.2.1.1 Vnéjsi stavba chlupu

Pod pokozkou je chlup uchycen kofinkem, ktery se nachazi na stfedni ¢asti chlupu — ose
obklopené vlasovym vackem tvofenym pokozkovym a koznim pouzdrem. Ve vlasovém
kotinku se nachéazi vnéjsi kofenové pouzdro. Chlupova papila je obklopena epitelovymi
buiikami, ze kterych se vytvoti chlupova cibulka, do té pronikaji nervova vldkna a vlasecnice
zajistujici vyzivu chlupu. Chlupova cibulka je ulozena ve chlupovém folikulu. Obsahuje

zarode¢né bunky, ze kterych nasledné vyroste chlup a vytvofi se vrstva folikulu.

Cast chlupu, ktery vy&niva nad kiizi, se nazyva supradermélni ast nebo také stvol, a jedna
se o jiz mrtvou tkan. Chlupovy kmen nema metabolickou aktivitu a jeho tvar a pevnost je

udrzovana strukturou vytvorené uvnitf chlupového vacku.

Na chlupovou cibulku se upina sval, nazyvany vzptimovac chlupl. Vzptimovac je veden
od pokozky k ose chlupu. Svalova vlakna vzptimovace jsou drobnd, hladka a inervovéana
sympatikem, ten vztycuje nebo naopak stlacuje chlup ke ktizi, ¢imz méni izola¢ni vlastnosti
srsti. V chladném pocasi se vzpiimova¢ chlupu podili na udrzeni télni teploty, chladem
se zkrati, ¢imz dojde k najezeni srsti (obr. 2). Dalsi funkei vzpfimovace chlupu je také

vytlacovani sekretu z mazové Zlazy (Miholova a Lipsky, 1999).

Mazova zldza je umisténa mezi chlupem a pokozkou. Mazova Zzlaza, jejiz zaklad
se vychlipuje v poloviné tramce epitelovych bun€k, se vyviji spole¢né s chlupy. Mazové
zlazy produkuji maz, jenz je odvadén do chlupového folikulu a po povrchu chlupu se dostava
dale na kiizi. Maz na povrchu klize vytvaii antibakteridlni vrstvu.

Rist chlupu zajistuji pfedev§im Ziviny z aminokyselin obsahujici siru, které zajist'uji
pevnost a odolnost chlupu. Sirnymi aminokyselinami obsazenymi v chlupu jsou naptiklad

methionin €1 cystein, chlupy potiebuji také vitaminy a mineralni latky.



Pokozka —

Sval napfimovat

Kize — Mazova Zlaza
Chlupova cibulka
Podkozi — Apokrinni potni Zlaza

Obr. 2. Prirez kuzi s vnéjsi stavbou chlupu (Reece, 2010).

2.2.1.2 Vnitini stavba chlupu

Chlup je tvotfen z ty€inkovité fady bun€k. Chlupova vrstva obsahuje tf1 ¢asti — kutikulu,

kortex a medullu.

Medulla — dfen chlupu je tvofena volnymi Gzkymi buiikami, obsahuje smrsténé bunky
epitelidlnich struktur a také keratin. Dien tvofi stiedni ¢ast chlupu — osu. Osa chlupu miize
mit riznou strukturu, miize byt jak souvisld, tak fragmentovani, nebo muize byt
zredukovana. Kortex je poloprihlednd hustd vrstva tvofici vypli mezi dieni a kutikulou.
Obsahuje buiiky naplnéné keratinem a pigmentové bunky zbarvujici srst rliznymi odstiny.
Kutikula je vné&jsi vrstva chlupu, také nazyvand korova vrstva. Tato vrstva je tvofena
bezbarvymi, tenkymi, zrohovatélymi buiikami, které se piekryvaji. Bunky kutikuly jsou
tvofeny keratinovymi mikrofilamenty, ty mohou byt korondlni — prstencovité obepinajici
chlup, ¢i imbrikétni, které pfesahuji a kolem chlupu jsou umistény ve vice fadach. Kutikula

obsahuje pigment, zpeviiuje kortex, a také chrani chlup pfed mechanickym poskozenim.



2.2.1.3 Typy chlupi

Dva zéakladni chlupy, které tvofi srst jsou podsada a pesiky. Podsada vyrista z chlupové
cibulky a vytvaii izolaci, ktera je dulezitd pro udrzeni homoitermie. Utvaii ji jemné chlupy
— vlniky a osiniky. Chlupy podsady maji riiznou délku a z kiize vyrastaji kolmo. Pesiky jsou
delsi, tvrds$i a vycnivajici chlupy prekryvajici podsadu. Z kiize vyrustaji Sikmo, jejich
hlavnim tukolem je chranit pokozku pfed pifimym kontaktem svodou a zamezit
tak pfipadnému podchlazeni, diky obsahujicim pigmentim také urcuji zbarveni srsti.

Jednotlivé typy chlupti jsou zobrazeny na obrazku 3 nize.

‘ VLNIKY OSINIKY W pESIiKY

Obr. 3. Typy chlupu tvorici srst — podsada (viniky a osiniky) a pesiky (Gaisler, 2007).

U savcl se mimo tyto zakladni typy chlupl vyskytuji také chlupy specifické.

Mezi specifické typy chlupi patii naptiklad hmatové chlupy, coZ jsou dlouhé, pruzné chlupy,
jejichZ koten je obklopen krevnim zalivem. Jedna se o chlupy se smyslovou funkci, protoze
se v oblasti jejich kotfene vyskytuji nervova zakonceni. Diky bohatému prokrveni a inervaci
chlupovych vacki je zajisStovana hmatova funkce. V klidové fazi jsou chlupy pfitisklé k télu,
pokud se krevni zaliv zalije krvi, dojde k jejich vzptimeni. Dale se mezi specializované
chlupy tadi také Stétiny, ocni brvy ¢i zing, tedy silné, dlouhé chlupy s ndpadnym leskem,

které Casto tvori hiivu (Dyce et al., 2009; Miholova a Lipsky, 1999).
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2.2.1.4 Chemické sloZeni chlupu

Chlup obsahuje rizné typy chemickych latek, jednim z nich jsou proteiny (napi. keratiny)

¢1 pigment — melanin.

Stavebni bilkovinou obsazenou v srsti jsou predevSim keratiny, které patii
mezi skleroproteiny. Jedna se o proteiny vldknité struktury stmelovou substanci
v intracelularnich prostorech, ktera zabranuje priniku latek skrz epidermis. Keratiny
se podileji na vystavbé intermediarnich filament cytoskeletu chlupi, vlasi, pefi, ale také
nehti ¢i roht. Keratiny jsou nerozpustné ve vodé a jsou odolné proti chemickym i fyzikalnim
vlivim. Chréni chlupy pfed poskozenim. Jejich tvrdost a pruznost je zpisobena

disulfidickymi mustky (Wang et al., 2016).

Keratin m& mnoho podobného i rozdilného s biopolymerem obsazenym v tkdnich
zvirat, a to kolagenem. Kolagen 1 keratin jsou slozeny z peptidickych fetézcl tvotfenych
specifickymi sekvencemi aminokyselin. Tyto polypeptidické fetézce se diky velkému
zastoupeni aminokyselin alaninu a glycinu seskupuji a staci za vytvoreni a-helixti (obr. 4).
V ptipad€ keratinii dochédzi k dimerizaci téchto fetézci, zatimco u kolagenu dochazi
k seskupovani v trojici. DalSim rozdilem mezi kolagenem a keratinem je to, Ze kolagen je
souCasti matrix, zatimco keratin je produkovan ve vnitinim prostfedi keratinocytu.
Ty po produkei keratinu odumiraji. Keratiny obsahuji velké mnozZstvi siry, kterd je soucasti
aminokyselin cysteinu a methioninu (Florian, 2007; Marshall et al, 1991;

McKittrick et al., 2012).

Obr. 4. Struktura a-helixu (Wang et al., 2016).
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Keratiny jsou stabilni chemické latky, ale miize dochazet k rozpadu peptidické vazby.
Tyto vazby vznikaji reakci karboxylové skupiny jedné aminokyseliny s aminoskupinou dalsi

aminokyseliny.

Keratiny jsou rozd€leny dle mnozstvi disulfidickych mustkli na tvrdé a mekké. Plati,
¢im vice je v daném keratinu disulfidickych mistkd, tim je keratin tvrd$i a pevnéjsi.
V chlupech jsou zastoupeny predevsim tvrdé keratiny (Florian, 2007; Marshall ef al., 1991;
McKittrick et al., 2012).

Keratiny délime také podle jejich sekundarni struktury na o-keratiny tvofici a-helix,
a B-keratiny, které tvoii B-skladany list. Vldkna a-keratinu dimerizuji a ze vzniklych dimert
vznikaji protofilamenta (obr. 5), ta spolu vytvati protofibrily. Seskupeni Ctyt protofibril,
respektive osmi profilament, vytvaii intermediarni filamentum, tj. stfedni vlakno.
Intermedidrni filamenta a-keratinl jsou sloZena z riznych druht bilkovin s nizSim obsahem
siry. Molekulova hmotnost pro a-keratiny se obvykle pohybuje v rozmezi 40-68 kDa,
zatimco u B-keratintl je tato hodnota nizsi, pohybuje se v rozmezi 10-22 kDa (Wang et al.,

2016).

~45 nm

|
<

'|
1 \ { -— e LL_J
a-helix L

Dimer Protofilament protofibril Intermediate

chain filament

Obr. 5. Premeéna Sroubovice alfa-keratinu v intermediarnim filamentu (Wang et al., 2016).

V chlupech jsou ptitomny o-keratiny, které jsou bohaté na aminokyseliny — cystein, glycin

a serin. a-keratiny se nachazeji u vSech obratlovci, zatimco u plazi a ptakl jsou navic
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pfitomny B-keratiny. Celkovy pocet a-keratinii je mnohem vétsi u savcl nez u ptakl
(Greenwold, 2014), coz je zplsobeno tim, ze u ptakt jsou rychle piekryvany B-keratiny,

které pefi obsahuje ve velkém mnozstvi (Alibardi, 2013).

Keratiny pfitomny v chlupech se rozd¢€luji na keratiny typu I a typu II. Keratiny typu I jsou
tvofeny kyselym proteinem, zastoupeny keratiny 3 az 38, zatimco keratiny typu II obsahuji

protein zasadity, jsou t€zsi a zastoupeny keratiny 81 az 86.

a-Sroubovice keratinu vytvaii dimer, ve skuteCnosti se ale jedna o heterodimer, ktery je
tvofeny kyselym a bazickym keratinovym vldknem. Tato vlakna vytvaii dvousroubovici
s N-koncem a C-koncem, stejné jako je tomu u jinych polypeptidt. U tohoto heterodimeru
rozliSujeme také helikalni useky a vazebna mista, ktera heterodimer stabilizuji (Wang et al.,

2016).

Dalsi chemickou latkou obsazenou v chlupech jsou pigmenty, tedy latky odpovédné za barvu
chlupu. Pigmenty absorbuji svétlo a odrazi dané vinové délky svétla, proto se jevi jako
barevné. Jsou vazany na chromatocyty. Hlavnim pigmentem vyskytujicim se u savcu je

melanin.

Melaniny jsou derivaty aminokyseliny tyrosinu. Jsou jedny z nejdominantnéjSich latek, které
se podileji na zbarveni ktize, vlast a chlupti. Chemickeé i fyzikalni vlastnosti melanint se lisi
v zavislosti na jejich druhu. Melaniny se v chlupech vyskytuji ve dvou typech,
jako eumelanin a pheomelanin (obr. 6). Produkuji rizné barvy, od ¢ervené az po Cernou.
Pheomelanin je pigment svétlé barvy, zatimco eumelanin je pigment hnédé aZ ¢erné barvy

(Riley, 1997; Solano, 2014).

Biosyntéza vzniku melaninu je u obratlovcu lokalizovana ve specializovanych organelach —
melanosomech melanogennich bunc¢k. Melaninové granule jsou nésledné endocytovany

do epitelialnich bunék. Jedna se o proces nazyvany cytokrinni ptenos (Riley, 1997).
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Obr. 6. Struktura eumelaninu a pheomelaninu (Sansinenea et al., 2015).

2.3 PSOVITI

Celed psoviti (Canidae) patiici mezi ¥ad savci — Selem (Carnivora) zahrnuje nékolik rodi,
mezi které patii také rod Canis. Do tohoto rodu patii naptiklad Sakal, kojot ¢i vlk. Psoviti
jsou rozdeleni do tfi podskupin — Borophaginae, Hesperocyoninae, které¢ jsou tazeny
mezi vyhynulé, a existujici podskupinu Caninae zahrnujici vlka, lisku ¢i psa doméaciho.

Psovité Selmy se vyskytuji na vSech kontinentech s vyjimkou Antarktidy. Kazdy hlavni
ekosystém je obyvan psovitou Selmou, naptiklad polarni liSkou Zijici v pusté tundfe Arktidy,
fenkem obyvajicim saharskou poust’ ¢i americkou liSkou Sedou preferujici zalesnéné plochy.

VétSinou vSak obyvaji oteviené louky a pastviny.

I pfes to, Ze velikost jednotlivych zastupcii této skupiny se lisi, tvar té€la psovitych je
podobny. Psoviti maji obvykle vzptimené Spic¢até usi, dlouhé tlapy, nohy ptizpisobené
k béhu a hunaté ocasy. Psovité Selmy maji protahlou obli¢ejovou ¢ast lebky. VSichni psoviti
maji na prednich konCetinach vyvinuté Ctyti prsty a tzv. ,,pasparek®, neboli zakrnély paty
prst, na zadnich koncetindch maji pouze Ctyii prsty. Kazdy prst je zakoncen tupym drapem.
Jejich Cich patii mezi nejlepsi ze vSech savcl. Specializované bocni nosni zlazy béhem
lapani po dechu poskytuji vlhkost. K oznaceni svého tizemi vyuzivaji pachové Zlazy
pfitomné na hibetni stran€ ocasu v oblasti sedmého aZ devatého ocasniho obratle. Tato zlaza

produkuje t€kavé terpeny (Padilla a Hilton, 2015).
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Psoviti jsou predatofi. Jednd se o masozravce zivici se velkymi i malymi zvifaty, ale také
mrsinou ¢i zeleninou a ovocem. K loveni kofisti vyuzivaji $§pi¢dky umoznujici rozdrtit kosti.
Kofist pronasleduji na dlouhé vzdalenosti, dokud se kofist neunavi. Jsou tedy vice

prizpisobeny vytrvalosti nez rychlosti.

ey

Jedna se o spolecenska zvitata zijici spole¢né v malych skupindch, ve kterych je dominantni
par chovajici mlad’ata v podzemnim doupéti. K rozmnozovani dochézi zpravidla koncem
zimy a mlad’ata se rodi v polovin¢ ¢i na konci jara. Mlad’ata otviraji své oci ptiblizn¢ dva

tydny po narozeni a jsou kojena po dobu ¢tyt az Sesti tydnd.

Psoviti spolu komunikuji riznymi zvuky a schopnost komunikace je nejvice vyvinuta
u spolecenskych druhti. Ke komunikaci vyuzivaji vyti, vréeni nebo také stekani, které je
doprovazeno pohyby uSima ¢i ocasu. Zvuky vydavaji také v piipad¢ ochrany svého tizemi
nebo odvraceni agrese.

Nekteti zastupci psovitych jsou duleziti pro obchod s kozeSinami, naptiklad liska — druhé
nejdulezitéjsi zvire v chovu na kozesinu, vyuziva se ale také kojot ¢i Sedy vlk. V Evropé jsou
psovit¢ Selmy loveny i pro zdbavu. Neéktefi jsou povazovani za Sklidce cloveka,
a tak populace mnoha druht byly zniceny. Kojoti a vici jsou pronésledovani z divodu

zabijeni jedincll ve stadech ovci a dobytka.

2.3.1 VIK Sedy (Canis lupus)

Vik Sedy je rozsifeny druh savce, nejvétsi z psovitych Selem, ktery se vyznacuje velkou
variabilitou habitatd. Vzhledem k tomu je jejich fenotypova variabilita, tedy napiiklad
velikost, barva ¢i hmotnost, rozdilna. Obyvaji obrovské oblasti severni polokoule. Nyné&;si
velké populace Ziji napf. na Aljasce, v Michiganu ¢i Wisconsinu. Vlci obyvaji rtizna
stanovisté — tundry, lesy, pastviny, ale také pousté. Nejvetsi zijici divokou psovitou Selmou

jsou Sedi vlci, ktefi jsou povazovani za piredka psa domaciho.

Vlci se vyskytuji srliznym zbarvenim srsti, kterd byva zbarvena od bilé, rezavé
az po hnédou, Sedou a cernou. Zbarveni se odviji od regionu. Zakladni barvou vI¢i srsti je
Sedozluta. Na zadech, ramenou a také Spicce ocasu se vyskytuji vyrazné Cerné skvrny.
Zakladni barvu kongetin piedstavuje $edd. Sedi vlci maji hustou podsadu, ktera jim
poskytuje vynikajici izolaci proti chladnym podminkam.

Vlci se lisi svou velikosti podle toho, kde ziji. Vlci Zijici na severu jsou obvykle vétsi nez vici

zijici na jihu. Hlavu ma vlk, oproti psim typtim, kterym se podobd (ovcak a vI¢ak), Sirsi, oci
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Sikméji posazené, dale maji vlci kratsi usi a delsi nohy, hunaty ocas a Siroky hrudnik. VI¢i
lebka a tlama je protdhld, coz je ptfedpokladem pro dobie vyvinuty Cich. Vlk mé také
vynikajici sluch, jeho zrak je ale nejméné rozvinutym smyslem. Ze struktury zubi je
viditelna rozmanitd strava, ma silné Celisti a jejich Spi¢aky jsou velké. Pfedni tlapy maji veétsi

nez zadni a jejich stopy jsou podobné stopam psti.

Ve volné ptirodé se vici dozivaji niz§itho véku nezli v zajeti, zde se veék doziti pohybuje
1 okolo 16 let. Vlci jsou vagilni masozravci, kofist predstavuji velci, ale 1 mali obratlovci,
bezobratli, zdechliny ¢i rostliny. Lovi nemocné ¢i slabé jedince, diky ¢emuz pomahaji
stadiim stat se siln¢jSimi. Bez potravy vydrzi vici az dva tydny. Pfi lovu potravy hraje roli
nékolik faktori, témi jsou velikost, poCetnost a zranitelnost kofisti. Nejlepsim smyslem vlka
je ¢ich, pomoci kterého dokdze zavéttit kotist az na nékolik kilometrti. VIEi utok ma pét fazi.
Nejprve dochazi k lokaci kofisti, kterd mize byt ndhodna nebo muize dojit ke stopovani
prostfednictvim ¢ichu. Pokud se kofist neda na ut¢k, vlk se k ni pfiblizuje co nejvice,
kdyz se kotist zaéne pohybovat, je vlky pronasledovana, pokud se nehybe, kofist opousti.
Po pronasledovani nastava utok, v ptipad¢ malé kofisti dochazi k Gitoku co nejdiive formou
nékolika kousnuti. U vétSich kofisti pohybujicich se ve stadu bézi vici podél stada a vybiraji
nejvice zranitelného jedince. Pronasledovani nebyva dlouhé (Packard, 2003). Vlci ,,0Zivaji*
a lovi predevsim v noci v oblastech osidlenymi lidmi. Jejich hlavnimi kotistmi je jelen, los,

bizon ¢1 ovce.

Vlci se sdruzuji v takzvanych smeckach kooperujicich pfi lovu potravy, rozmnoZovani
iobran€ svého teritoria. Smecka je hierarchicky uspofddédna, dominance se projevuje
predev§im v oblasti krmeni ¢i rozmnoZovani a méni se v zavislosti na sile jednotlivych
¢lend. Dominantni nad celou smeckou je tzv. alfa samec a alfa samice. VI¢i smecka je
tvofena z dosp€lého paru a mlad’at. Ma v priméru sedm ¢lenti, mize mit vSak az 30 ¢len.
Po dvou a vice letech odchazeji vici hledat partnera, zaloZit nové uzemi a smecku.
Ti, ktefi ziistavaji ve smecce, pozd¢€ji nahrazuji rodice.

Ke komunikaci s ostatnimi vlky vyuzivaji vyti. Vyji, kdyz se shromazduji za lovem,
kdyz truchli, nebo pokud se né&jaky ¢len smecky oddé€lil, ¢imz mu napomahaji najit cestu
zpét. Vyti také slouzi jako ochrana nebo komunikace s ostatnimi smeckami. Vlci maji

nejvetsi tendenci vyt béhem soumraku, nez odejdou lovit a poté po jejich navratu.

Vlci jsou divokym piedkem dnesnich domestikovanych pst. Vik je v Ceské republice fazen

mezi kriticky ohrozené druhy.
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2.3.2 Domestikace

Domestikace je proces dlouhodobého charakteru, je doprovazen hromadénim malych zmén
na obou stranach vztahu, ktery probiha mezi lidmi a populacemi zivocCicht (Zeder, 2012).
Spo¢iva v davném partnerstvi mezi psy (Canis Ilupus familiaris) a lidmi,
které pravdépodobné bylo zalozeno na lidské potfebé pomoci s lovem ¢i stadem nebo také
v€asném varovani pred nepfateli, zatimco psi ,,na oplatku® ziskali ukryt, zdroj potravy

a spole¢nost.

Domestikaci Zivocichil 1ze rozd¢lit do tfi typti — komenzalni domestikaci, pfimou cestu
domestikace a domestikaci kofisti (Zeder, 2012). V ptipadé komenzalni cesty dochazi
k velké ucasti ze strany zivocichu, kteti se do okoli lidskych obydli dostavaji za ucelem
priziveni na dostupnych zbytcich potravy, zatimco lidé se do tohoto procesu zapojuji
pozdéji. Komenzalni cesta domestikace je velice pravdépodobna i v pfipadé psa doméciho,
kdy se vytvofil vztah mezi vlky a lidmi (Coppinger a Coppinger, 2001). Pfiméa cesta
domestikace je charakterizovana jako clovékem cilenym pietvafenim urcitého druhu
zivocicha na domaci formu pro riizné ucely a zivocich je tedy jiz od pocatku chovan v zajeti.
Takovym ptikladem je chov koné, osla ¢i kralika (Larson a Burger, 2013). Do posledniho
druhu domestikace, tedy domestikace kofisti, 1ze zatadit Zivocichy, kteti byli plivodné loveni
ve volné ptirod¢. Aby doslo ke zjednoduSeni lovu, zacali lidé tyto zivoCichy chovat v zajeti.
Jedna se o hospodarska zvitata, jako je naptiklad ovce, koza ¢i tur domdci (Larson a Burger,

2013).

Domestikaci vlka obecného vznikl pes doméci jiz minimalné pfed mnoha tisici lety,
pravdépodobné na riznych mistech severni polokoule, kde vlci zili voln€. Vlci se postupné

stavali méné agresivnimi a méné se bali lidi, a tak dochazelo k rozvoji souZziti mezi nimi.

V oblastech, kde se nevyskytuji velké kofisti a potravni sit’ tak vykazuje malou rozmanitost,
se vici objevili také u skladek. Praveé s tim souvisi hypotéza o divergenci pfedkiti doméacich
psti, ktefi jsou uznavani jako poddruh vlka Sedého. Hypotéza uvadi, ze tyto socialni
poznéavaci schopnosti byly pfedpokladem k domestikaci (Packard, 2003). Na zaklad¢
rychlosti zmén DNA tii nalezenych psii na archeologickych nalezistich védci ur€ili,
ze k zahajeni domestikace doSlo pfed 20 az 40 tisici lety. Vyzkum provedl Krishna
Veeramah, ktery fekl, ze proces domestikace psii byl zahajen prestéhovanim vlka na okraj
tabori lovch a sbéraci, kde se vici zivili zbytky. Ti vlci, kteti byli méné agresivnéjsi, byli

vvvvvv
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vyhodny, postupem ¢asu si vSak s vlky vytvofili vztah, ktery se nakonec vyvinul v takovy,
jaky dnes vidime u psi (Briggs, 2017). O tom, jak se z vlkli vyvinuli psi, se neustale

diskutuje.

Tym bioarcheologa G. Larsona provedl analyzu, dle které na zakladé mitochondrialni DNA
doslo k domestikaci evropskych vlkt pfed 15 tisici lety, zatimco k domestikaci asijskych
vlkil pozdéji, a to ptiblizné pred 12 tisici lety. Asijsti psi byli ndsledné ptepraveni do Evropy
a vytlacili zde ptivodni evropské paleolitické psy (Frantz et al., 2016).

K domestikaci pravdépodobné dochazelo v rozdilnych obdobich, ¢ehoz je disledkem
variabilita télesné stavby a velikost pst. V pribéhu domestikace doslo k morfologickym
zméndm, a to ke zmenseni hmotnosti mozku v porovnani s vlkem, dale doslo ke zmenSeni
smyslovych center — pes neméa ocasni pachovou zlazu a jejich €enich je kratsi. U psti doslo
k prodlouzeni stfev, diky ¢emuz se pes stal vSezravcem. V ramci domestikace doslo také
k psychologickym zménam, a to naptiklad ke zmén¢ hlasového projevu, kdy vlci oproti
pstim nestékaji, pouze knuci a vyji, doslo ale také ke zhorSeni samostatnosti. U psti se naopak

zlepsila cvicitelnost.

Chovani a morfologické rozdily mezi vlky a psy jsou disledkem vybéru €loveka vedouci
k pozadovanym rystiim chovéni ¢i schopnosti ucit se a plnit ukoly. Vlci se pohybovali
v blizkosti lidskych sidel, kde se pfiZivovali na zbytcich, diky tomu si ¢astecné zvykli

na pfitomnost ¢lovéka.

2.3.3 Pes domaci (Canis lupus familiaris)

Pes domaci je povazovan za poddruh vlka. Jedna se o domestikovaného savce patiiciho mezi
psovité Selmy. Pes doméci patii mezi prvni druh, ktery byl domestikovan a vySlechtén

pro rizna chovani ¢i smyslové schopnosti.

Pes je ¢lovékem vyuzivan pii lovu, pastevectvi, ochrané nebo také jako pomoc v policejni
¢i vojenské spolecnosti. Nynéjsi lidska spole¢nost vyuziva psa také k pomoci lidem
se zdravotnim postiZenim a terapii.

cey

Domaci psi se svym predkiim, tedy vikiim, podobaji tim, Ze Ziji ve smec€ce s danou hierarchii.

Domaci psi mohou byt aktivni kdykoli béhem dne i noci.

K ptivodu psa domaciho lze zatadit genetickou divergenci od vlka a jeho domestikaci,

ale také vyvoj psa domaciho na jednotlivé typy a plemena. Byly provedeny genetické studie,
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které srovnavaji psy s vlky. Tyto studie vSak prokazuji oddélené skupiny, coz vykazuje,
ze ptibuzny ptedek psa je jiz zanikly, tudiz psi nejsou geneticky piibuzni s nynéjSimi vlky

(Frantz et al., 2020; Larson a Bradley, 2014).

Ptibuznost mezi vlkem a psem byla prokdzana na zakladé analyzy v oblasti mitochondrialni
DNA. I pies to, ze mezi psy, Sakaly a kojoty se sekvence lisily vice, nezli v ptipad¢ psa
a vlka, se odbornici ptiklanéji k teorii, ze pes mé polyfyleticky pivod, ktery vypovida o tom,
ze predkem psa domaciho neni pouze vlk, ale za dalsi pfedky psa povazuji kojota, Sakala

a dalsi.

Psa tfadime mezi dravce, masozravce, a proto stejné jako ostatni, i pes ma silné svaly
¢i kardiovaskularni systém umoziujici vytrvani a sprint, dal§im znakem dravce jsou zuby,
které umoznuji chyceni a trhani kofisti. Svaly umoZziuji skok a pohani nohy vpted. Chodidla

jsou mald, psi chodi po Spickéch.

Hmotnost i velikost se u jednotlivych jedinct lisi. Psi mivaji hnédé oci, ¢imz se od vlki lisi.
Vlci totiz mivaji o¢i vzdy zluté nebo svétle zbarvené. Domaci psi jsou z hlediska tvaru

a velikosti velice rozdilni.

Dychaci systém pst, stejné jako kocek, hraje diileZitou roli nejen v pfijimani kysliku
a eliminaci odpadnich plynt, ale také pfi regulaci teploty, protoze u nich nedochazi k poceni
ktzi. Vzhledem k tomu, Ze psi maji v kizi malé mnozstvi potnich zlaz, reguluji svou
télesnou teplotu lapanim po dechu a pocenim tlapkami. Vyménu tepla umoZziuji nosni

spiraly mezi tepnami a Zilami na povrchu Celistni kosti.

Komunikaci pst s prosttedim umoziuje zrak, €ich, sluch i chut’. Vizudlni systém psa je
vyvinuty ke zdatnému lovu, zatimco ostrost jeho zraku je $patnd. Psi maji zrak uzptisobeny
k vidéni za Spatnych svételnych podminek, maji tedy velké zornice. Rychlé urceni presného
mista zvuku umoziiuje psim pohyblivost usi, kterou zajistuje vice neZ osmndct svall. Pes

je schopen usi naklanét, otacet, zvedat nebo spoustet.

2.3.3.1 Srst psa

Psi srst se rozd€luje na dv€ varianty, takzvanou ,double”, kterou najdeme u psi
pochézejicich z chladnéjsich klimatickych podminek sloZenou z hrubych pesikli a jemnych

spodnich chlupt, a srst nazyvanou ,,single®, ktera ma pouze vrchni chlupy.
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Vlasové folikuly psa se vyvijeji jiz pfed narozenim, ale zpravidla zacinaji st az po jeho
narozeni. Prvni chlupy se objevuji u 29denniho zarodku psa kolem oc¢nich vicek, vrchniho
pysku a brady, tyto vyvinuté dlouhé hmatové vousy na obliceji jsou duté. Folikuly
klasickych chlupt se na ktzi zaCinaji objevovat v ptfedzarodkové fazi na hlavé a krku.
Pti bézném vyvoji srsti jsou chlupy nejvice vyvinuty kolem hlavy, na bfiSe a ocasu. Zarodky
zakladnich chlupt se vyvijeji pomérné v rovhomérné vzdalenosti. Jak kize roste, zvétSuje
se jeji povrch a vyviji se nové zarodky chlupti mezi jiz vytvofenymi, coz ma za nasledek
seskupeni né¢kolika skupin folikuli dohromady. Pozd¢€ji se priméarni zarodek vyvine
do sekundarniho, tento proces je zahajen jiz pfed narozenim a dokoncen po narozeni (Evans

a Lahunta, 2013).

U sténéte se obvykle vyskytuji pouze jednoduché chlupy, které vyristaji z kazdého vnéjsiho
otvoru folikulu na kizi. Sekundarni folikuly tvofi vlakna intenzivnich bazofilnich bunék,
které z ptivodniho mista, ptilehlého k mazové zldze primarniho folikulu, prostupuji hloubéji
do ktize. Chlupy jsou na kizi viditelné po tiech az ¢tyfech tydnech po narozeni, kdy je
u kazdého primarniho folikulu mozné vidét rist dvou az tii sekundarnich chlupii tvoficich
podsadu. V osmi az deseti tydnech jsou sekundarni folikuly uspotadany okolo centralnich
a postrannich primdrnich chlupl, jsou umistény na stejné strané jako apokrynni zlazy.
Nasleduje tvorba sekundarniho folikulu az do pubertalniho obdobi, kdy se objevi Sest a vice
chlupt v otvoru jednoho folikulu (obr. 7). Zakladni chlupy jsou vétsi a maji pln€ vyvinutou
dren. Jejich nervy a krevni zasobovani je lépe vyvinuto neZz u sekundarnich folikuld.
Pti vyvoji se chlupy sténéte méni z nacechranych chlupii v drsné, u dospivajicich pst rostou
chlupy hojné, zatimco u starych psi jiz dochazi k fidnuti srsti, chlupy jsou kratsi a postupné
ztraci barvu, tedy Sednou. Spolu s kichnutim chlupti klesa pruznost ktize a podkozni tkané

(Evans a Lahunta, 2013).
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Obr. 7. Vyvoj postnatalniho vilasového folikulu psa (Dyce et al., 2009). A — jednoduchy
folikul pritomny tyden po narozeni; B — komplexni vilasovy folikul (12 tydnii po narozeni);

vvvvvv

3 — kanal sladké zlazy, 4 — sekundarni vlasovy folikul; 5 — vzprimovac chlupu.

Vlasova pokozka dospélého psa obsahuje komplexni vlasovy folikul, coZ je svazek chlupt,
ktery rozd€luje spole¢né otvory na povrchu. Komplexni vlasové folikuly jsou bé&zné
seskupeny do skupin po dvou az ttech folikulech vytvarejici fadu. Typickd komplexni
skupina je sloZena ze sekundarnich (podsadovych) chlupti a dlouhych, tvrdych zékladnich
(krycich) chlupti. Riizné plemena maji odli$né pocty skupin folikull a rizné mnoZzstvi chlupt
v komplexnim vlasovém folikulu. Naptiklad hladkosrsty jezev¢ik ¢i pudl mayji
400 az 600 skupin na cm? srsti, zatimco némecky oveak & rottweiler maji pouze

100 az 300 skupin na cm?

srsti. Stejné tak se 1i8i pocet chlupi ve skupiné, napiiklad
u rottweilera je to 9-15 chlupt, u jezevcika pouze 2—5 chlupt. Je pravidlem, ze plemena,

ktera maji vétsi pocet vlasovych skupin, maji jemné;si chlupy (Evans a Lahunta, 2013).

Vlasovy folikul psa je z ¢asti tvofen hladkym svalem mazové Zlazy, ktera se vyskytuje
ve shlucich. Hladké svalstvo vznika z externiho plasté kotinku kazdého vlasového folikulu
a poté se spojuje jako spoleény svalovy svazek, ktery vstupuje do pokozky. Pfi stahu
hladkého svalstva se cely svazek folikuli nadzvedne a obsah mazovych 714z se vyprazdni
do spolecného obalu folikulu, ktery je sdilen vSemi chlupy. Potni Zlaza je pfidruZena
ke kazdému souboru vlasovych folikulii. Kazdy sekrecni por se nachazi hluboko v podkozni
tkani. Prodlouzeni poru piechazi ve vyméSovaci trubici potni Zlazy vstupujici do pokozky
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podél skupiny folikulu a vyprazdni se do otvoru mazové zlazy. Potni Zlazy nemaji u psii
hlavni vliv pfi tepelné regulaci. Mastny sekret pochézejici ze z1az vlasovych folikuli udrzuje

pokozku jemnou a pruznou, vstupuje také do osy chlupti, ¢imz jim dodava lesk.

Oblast vlasového folikulu psich chlupt obsahuje kmenové buiky, kde probihaji rizné
periody, béhem nichz dochazi ke zpomaleni rastu. Pii této fazi jsou mrtvé vlasy drzici
se folikulu kompletné odpojeny od neaktivniho kozniho vacku. Po proménné periodé
vstupuji necinné kmenové bunky do organogenni periody, ve které dochazi k regeneraci
novych vlasovych kotfinkii a obnoveni produkce chlupu. V tuto chvili vypadne stary vlas,
ktery je nahrazen novym. U jednotlivych plemen Ize pozorovat odlisné tempo ristu béhem

ruznych ro¢nich obdobi (Evans a Lahunta, 2013).

Bylo zjisténo, Ze naptiklad primérny rist chlupu u samce bigla byl 0,4 mm za den v zim¢
a 0,34 mm v 1ét¢ (Butler a Wright, 1981). U samce chrta byl denni riist chlupu 0,04 mm
v 1ét¢ a 0,18 m na podzim (Gunaratman a Wilkinson, 1983). Na zakladé tohoto zjisténi lze
tvrdit, ze denni pfirast chlupti je vysSi v chladnéjSim obdobi roku. U kfizenci
a necistokrevnych plemen je vSak rist chlupu individudlni v riznych céstech téla
(Evans a Lahunta, 2013). Opétovny rlst po zastfiZeni srsti je zobrazen na nize uvedeném

obrazku 8.

Proces obmény srsti je postupny, takze pes nikdy nezistava bez srsti. Uvolilovani chlupti je
do urcit¢ miry fizeno geneticky, ale je také ovliviiovano vnéjSim prostfedim, kdy zavisi
napiiklad na sezonnich zmé&néch teploty. Bylo pozorovéno, ze u kratkosrstych psich plemen
dochazi k vypadavani chlupt po cely rok, zatimco u dlouhosrstych plemen dochazi

k sezonnimu linani dvakrat ro¢n¢ (Evans a Lanhuta, 2013).

Existuje n€kolik typt chlupl, rizné délky, tlouStky, tvaru prifezu i barvy u riznych

1 stejnych druht plemen. Psi chlupy lze rozd¢lit na Sest typt (Evans a Lanhuta, 2013).

Rovné chlupy jsou pevné, Stétinaté a Casto syté¢ zbarvené. Nékdy jsou také nazyvané
ochranné nebo kryci chlupy. Jedné se o hlavni a nejvétsi chlupy ve vlasovém folikulu, jsou

nejdel§imi chlupy majici silnou medullu a slaby kortex, jejich osa mliZze byt rovna ¢i zahnuta.

Stétiny se nachazi na hibetu, jsou slabsi, jemn&jsi a blize k podsadé. Zacatek chlupu miize

byt vinity, konec chlupu je podobny rovnému chlupu. Slouzi jako ochranné chlupy.

Vinité stétiny jsou vlnité a dobie vyvinuté. Jedna se o nejvetsi sekundarni chlupy.

22



8 tjden 9. tyden

Obr. 8. Obnoveni srsti po zastrizeni rocniho psa (Evans a Lanhuta, 2013, upraveno).

v

Stétinaté vinité chlupy jsou dlouhé, jemné chlupy, kratsi a jemn&jsi nez vinité $tétiny s méné
vyvinutou Stétinou a men$i medullou. Jsou vlnité ve spodni ¢asti osy a nejvetsi

z podsadovych chlupi.

Dlouhé vinité chlupy maji velmi zvinénou osu s malou §tétinou na konci. Medulla je velmi
mald a mize byt prerusena. Tento typ chlupl je podobny vIng.

Jemné vinité chlupy jsou kratsi a jemnéjsi nez predchozi typ. Tyto chlupy jsou nejjemné;si
chlupy podsady, Casto vInité, kratké s velice malo vyvinutou $tétinou na konci.

Vznik $tétin na Spicce osy chlupu urcuje, ze nejproduktivnéjsi je rlst v rané fazi, protoze
Spicka osy ma vétsi primér nez zbytek osy. Existuji tfi druhy srsti podle délky, a to normalni

srst podobajici se srsti divokych psti, kterou ma naptiklad némecky ovcak, dale kratka srst
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adlouhd srst. Délka chlupu je fizena individualné geneticky. Kratkd srst pievlada
nad dlouhou a rovna ¢i vlnitd srst ustupuje pred hrubou srsti. U vétSiny plemen je délka

1 varianta sezénni srsti ovlivnéna teplotou okoli a klimatem (Evans a Lanhuta, 2013).

2.4 PSI PLEMENA

Divergenci pst v rizna plemena pravdépodobné vyvolal prechod kocovného zivotniho stylu
¢lovéka na usedly zZivot zalozeny na zemédélstvi, nikoli lovu. Nyné&jsi psi plemena vznikla

prostiednictvim takzvaného ,,bottleneck-efektu®, tedy genetického driftu.

Psi prosli béhem nékolika let fenotypovou zménou a pomoci umélé selekce zptisobené lidmi
byli formovani do dne$nich modernich psich plemen. Ta se lisi velikosti, hmotnosti, délkou
i zbarvenim srsti, nebo také chovanim. Dnes je jiz vice nez tisic identifikovanych plemen
pst, z nichZ pouze pfiblizn€ 20 % je uznavano kynologickymi kluby (Mehrkam a Wynne,
2014). Psi byli selektivné chovani pro rizné smyslové schopnosti, fyzické vlastnosti

¢i chovani. Byli vychovani pro rizné druhy lovu, hlidani nebo pastvu hospodatskych zvirat.

Prvni diikazy o vyraznych plemenech pst se objevily zhruba pied tfemi az ctyimi tisici lety
(Mehrkam a Wynne, 2014). Védci se shoduji, Ze vétSina dneSnich plemen psii predstavuje
nedavny vyvoj, ktery je poziistatkem davnych rozmanitych procesti domestikace. Odlisné
proporce téla a také schopnosti mohou byt diisledkem toho, Ze v obdobi domestikace vedli
lidé kocovny styl zivota, psi se s nimi Sifili, a tak se vyvinula populace pst. Plemena

se zacala rozvijet pfiblizné pted 500 lety z pomérné homogenniho genofondu (Hirst, 2019).

Biologicky jsou plemena pst skupiny v ramci poddruhu C. familiaris, které se velmi
podobaji jeden druhému na zakladé fady charakteristik (Mehrkam a Wynne, 2014). Jedna
hypotéza tvrdi, ze plemena psi pochdzeji zras prizptsobujicich se riznym prostiedim
s malym ¢i zaddnym lidskym selektivnim chovem (Coppinger a Coppinger, 2001), zatimco
alternativni hypotéza tvrdi, Ze zédkladem pro zaloZeni plemen psi byla uméla selekce
¢lovékem, jejiz zédkladem bylo spojeni psi s podobnymi vlastnostmi (Mehrkam a Wynne,

2014).

Bez ohledu vzniku plemen, je dnes Siroka variace psich plemen produkovana a udrzovana
probihajici lidskou selekei specifickych mutaci a kombinaci velikosti, typu srsti a jeji barvy

(Coppinger a Coppinger, 2001).
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2.4.1 Border kolie

Border kolie je stfedn¢ velky pes s mandlovyma oCima, ktera jsou projevem inteligentniho
vyrazu a jsou charakteristickym znakem tohoto plemene. Barva o¢i miize byt hnéda nebo
modra. Jedna se o ,atletické” plemeno, které je velice energické a vyzaduje kazdodenni
cviCeni, vynikaji také svou poslusnosti. Border kolie byly vyslechtény pro shromazdovani

a kontrolu ovci. Jsou povazovany za jedno z nejinteligentnéjSich plemen.

U border kolii existuji dva typy srsti — drsna a hladkd. Hruba vné&jsi srst je stfedné dlouha,
zatimco hladka srst je kratsi. Hruba srst tvoii osrsténi na nohou, hrudi a btise. Oblicej, usi,
chodidla i pfedni koncetiny jsou pokryty kratkou, hladkou srsti. Osrsténi hladkymi chlupy
je minimalni. Oba typy srsti jsou husté a nepromokavé, obcas mohou byt zvinéné. Srst je
nejcasteji cernd s bilou barvou na obliceji, krku, nohou a Spicce ocasu. Zbarveni vSak miize

byt rizné — hnédé, cervené i modré.

2.4.2 Boxer

Boxeti byli plivodné chovéni jako strazni psi, dnes jsou rodinnymi spole¢niky s vysokou
hladinou energie, a proto pottebuji spoustu pohybu. Jedna se o stfedné velké, svalnaté psy
s inteligenci, ostrazitosti a nebojacnosti, ale 1 ptes to jsou ptatelsti. Toto plemeno pochazi

z Némecka a bylo vySlechténo ve strazného, pracovniho a spole¢enského psa.

Mnoho boxerit ma zkraceny ocas a ufiznuté usi, pokud usi nejsou ufiznuty, jsou stfedné
velké a visi dold. OC¢i jsou tmavé hnédé barvy. Charakteristickym znakem pro boxery je
Sirok4, tupa tlama. M4 silné koncetiny, jeho svaly jsou dobfe vyvinuté a tvrdé. Boxefi
netoleruji horké pocasi, proto je potieba dbat na to, aby nedoslo k jejich piehtati, zaroven
potiebuji ochranu pted chladem, protoZe maji kratkou srst.

Srst boxertl je piiléhava, kratka a leskl. Casto je plavé nebo zihané barvy s bilymi znaky
na nohou a podbiisku, které se asto rozpinaji az ke krku a hlavé. Zihana srst je tvofena
fidkymi az hustymi ¢ernymi pruhy na Zlutém podkladu. Bilé zbarveni vylepsSuje vzhled psa,
nesmi vSak byt zastoupeno z vice nez jedné tretiny srsti. S bilym zbarvenim je spojena jejich

hluchota, a proto toto zbarveni neni Zadouci.

2.4.3 Civava

NejcCastéjsi teorie tvrdi, ze toto plemeno ma pivod v Mexiku. Civava je nejmensim

plemenem na svété. U vrcholu hlavy maji mékké misto, protoze nedoslo ke spojeni kosti.
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Civavy maji velké ostnaté usi, kratké a §picaté Eenichy, a velké kulaté oéi. Jedna se o velmi
spoleCenské psy, ktefi maji radi pozornost. Mohou byt vice nachylnéjsi ke st€kani nez velci
psi.

Maji dva druhy srsti, jednim typem je hladka kratka srst, druha mékka a dlouha srst lemujici
usi a nohy. Hladkosrsta ¢ivava ma hladkou, lesklou srst, ktera ptiléhd k t¢lu, na krku ma
hustou delsi srst, na hlavé a usich je srst tenci a jeji ocas je chlupaty. Dlouhosrsta ¢ivava ma
meékkou srst, kterd je bud’ rovna ¢i mirné€ zvinéna. Oproti hladkosrsté ¢ivavé mé ,,opefeny*
ocas, na krku ma také hustou srst a na nohou jsou chlupy delsi. Barva srsti je velice

rozmanita, mize byt ¢ernd, bild, plava, Seda, stiibrna, zihana ¢i v dalSich kombinacich.

2.4.4 Francouzsky buldocek

Francouzsky buldocek je plemeno vySlechténé zkiizenim krysatika a jiz zaniklého toy
bulldoga. Jedna se o hlidajiciho psa s mirnym a pfatelskym temperamentem. Je zndm svym
plochym obli¢ejem ctvercového tvaru spolu s velkyma usima. Je maly s mohutnym

svalnatym télem. Oc¢i buldocka jsou tmavé, témét cerné.

Srst francouzského buldocka je kratkd, jemna a leskla. Podle standardu jsou uznavané barvy
bilé, krémové nebo plavé, které mohou byt jakkoli Cervené. Barva srsti souvisi s genetickymi

zdravotnimi problémy.

2.4.5 Chrt dlouhosrsty a kratkosrsty

Chrti jsou psi vySlechténi na rychlost a lov, pfi kterém nepouZivaji Cich, ale velmi dobie
vyvinuté o¢i. Jedna se o vysoké, §tihlé, Slachovité psy. Chrti jsou pratelSti, neagresivni

a inteligentni.

Chrti kratkosrsti maji dlouhou a izkou hlavu, usi vyhozené dozadu a tmavé o¢i naznacujici
inteligenci. Maji kratkou, hladkou a pfiléhajici srst jakékoli barvy, ta mize byt plava, cerna,
cervend, Seda Ci bila. Srst mlze byt i zihana.

Chrti dlouhosrsti maji neobvykle silné ptedni tlapy, dlouhou, ne pfili§ izkou lebku, oc¢i jsou
tmavé a uSi jsou posazené v zadni Casti hlavy. Srst chrti dlouhosrstych chranici
pfed studenym vzduchem je slozena ze silnych chlupi. Na Zebrech, pfednich i zadnich
koncetinach je srst dlouha a velmi jemnd. U dospélych pst podél hibetu smérem dozadu je

srst kratka. Jejich usi jsou dobte osrsténé. Vyskytuje se ve vSech barvach.

26



2.4.6 Jack Russell teriér

Jack Russell je maly teriér s pivodem v Anglii. Byl vySlechtén predevsim k lovu lisek. Jedna
se o energické, pratelské a chytré psi plemeno. Hlava je smérem k oCim zazend, oci jsou

mandlového tvaru, tmavé zbarvené. USi jsou malé na predni ¢asti hlavy.

Jejich srst je prevazné bilého zbarveni s cernymi, hnédymi nebo zlutohnédymi fleky. Srst je
bud’ hladka, stfedn€ hruba nebo hruba. Psi s hrubou srsti mohou mit na ocasu nebo tvari delsi
chlupy nezli psi s hladkou srsti, a maji ndznak oboci a voust. Hladka srst neni tvoiena
dlouhymi chlupy a je husta. ,,Zlomena* srst je velice podobna hladké srsti, ale ma stopové

chlupy na hlavé, obli¢eji, nohou i téle. VSechny typy srsti maji podsadu s hrubou strukturou.

2.4.7 Jezevcik dlouhosrsty, kratkosrsty, hrubosrsty

Jezev¢ici jsou psi vyuZivani pro myslivost, patii ke spolecenskym, pratelskym a oddanym
plementim, ale maji sviij rozum. Maji zavalité t€lo s kratkymi nohami, pfedni tlapky jsou
nepiiméerené velké.

Existuji tf1 typy srsti — hladké (kratkd) srst, dlouha a hruba srst. Jezeveik dlouhosrsty ma
mirné zvlnénou piiblizné pét centimetrit dlouhou srst, kterd na uSich vytvafi volanky. Lina
dvakrat ro¢né, a to na jafe a na podzim. Hrubosrsty jezev¢ik mé na dotek hrubou a kratkou
vrchni srst s mek¢i podsadou, vyzadujici specidlni péci. Tvrdé chlupy se nachdzeji vSude
na téle kromé celisti, oboci a usi. Kratkosrsty jezevcik ma lesklou, velmi kratkou a jemnou
srst. Zbarveni srsti je rizné, nejcastéji vSak Cervend (méd’natd, rezavd), ¢i Cernd. Zbarveni

muze byt jednobarevné ¢i palené.
2.4.8 JorkSirsky teriér

JorkSirsky teriér je plemeno malého vzristu, které pochazi se Spojeného kralovstvi. Diive
byl vyuzivan k lovu hlodavcti, dnes je pfedevsim spolecenskym psem. Hlava jorksirt je

pomérné malé a plochd, o¢i tmavé a stfedné velké, usi jsou malé a vztyCené.

Srst jorkSir je rovna a rovnomérné rozdélena na obé€ strany téla. Jejich srst je hedvabna
a velmi podobnad lidskym vlasiim. Na téle je srst dokonale rovné a sttedné dlouha a zbarvena
tmave Sed¢ az Cerné, zatimco na hlavé a koncetinach je srst zativeé zlatava. U kofene usi a na
tlam¢ je srst mirné tmavsi. Chlupy jsou u kotfene tmavsi nez na Spicce chlupu, coz je
zptsobené sluneénym svétlem. Stéhata se rodi ¢erné a srst jim zesvétla obvykle po roce.

Srst tohoto plemene je povazovana za hypoalergenni.
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2.4.9 Mops

Mops je plemeno z Dalného vychodu. Ma zdanlivé mrzuty pohled, ale je pfitulnym,
bojovnym, tvrdohlavym a sobéstanym psem. Pro mopse je typicka citova zavislost
na ¢loveéku, vyzaduje intenzivni kontakt. Obvykle funi a chrape, protoze ma zkraceny
¢enich. Jejich ocas se pevné krouti ptes bok. Ma velkou a kulatou hlavu s velkyma o¢ima,

na tvarich ma hluboké a vyrazné vrasky.

Mopsi srst je jemnd, hladka a leskla, mize byt plavé ¢i Cerné barvy, svétla barva miize mit

ruzné odstiny. Srst je kratka a dvojita.

2.4.10 Némecky ovcéak

Némecky ovéak je jedno z nejrozsifencjSich i1 nejinteligentnéjSich plemen na svéte. Je
vyuzivan v mnoha odvétvich kynologie, je vérny a vyrovnany. Ov¢aci jsou stiedné velci
a mohutni psi. Maji mirn¢ klenuté ¢elo, dobie vyvinutou celist, stiedné velké, Spicaté usi

nato¢ené dopiedu a o€i co nejtmavsi barvy.

Srst 1ind dvakrat ro¢né. Na spodni strané byva delsi neZ na zbytku téla. Srst je dvojita, stfedni
délky. Vnéjsi srst byva hustd, chlupy jsou rovné, drsné a pfiléhajici k télu. Hlava spolu
s vnitini ¢asti ucha a oblicejem, nohy a tlapy jsou pokryty kratkou srsti. Na krku je srst delsi
a silnéj8i. Zadni ¢asti pfednich koncetin a zadni koncetiny jsou pokryty delsi srsti. Zbarveni

ststi je Cerné s ¢ervenohnédymi, hnédymi nebo Sedymi znaky.

2.4.11 Pudl

Pudl patfi mezi nejinteligentnéj$i plemena a je vSestranny. Pudl je rovné stavény. Jeho hlava
je zaoblend, krk stoupa ze silnych ramen, pfedni i1 zadni konletiny jsou rovné a tlapky
pomérné malé. Jeho oci jsou tmavé a maji ovalny tvar, usi by mély pfiléhat k hlave. Ocas je

dlouhy a vysoko nasazeny.

Srst pudlti se od srsti ostatnich plemen lisi tim, ze neni dvojita, protoze netvoii podsadu. Srst
je velmi husta a ma piirozené kudrnatou strukturu. Od ostatnich chlupt se 1isi také tim,
ze chlupy se nachazi ptevazné v rastové fazi, proto neustdle dortstd. I kdyz lind, srst
se zamotava do okolni srsti a nevypadne, proto je potieba ji vyCesavat. U pudld se vyskytuje
srst dvou typti — kadefava a $ttirova. Kadetava srst je hedvabna a nadychana, velmi jemna
a husta, zatimco S$nirova srst je spletend a piiléhava, ale stejné jako kadefava je husta

a jemna.
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2.4.12 Zlaty retrivr

Zlati retrivii byli vySlechténi ve Velké Britanii. Jedna se o klidné, ptatelské plemeno, které
vyhledava spolecnost lidi. Vyuzivaji se jako canisterapeuticti, vodici Ci asistencni psi. Zlaty
retrivr je stfedné velky lovecky pes s Sirokou lebkou, kulatyma hnédyma ocima a nepfilis

dlouhym ¢enichem, ktery je ¢erny, ale stafim méni svou barvu na rizovou. USi ma svéSené.

Zlaty retrivc ma nepromokavou podsadu. Jeho srst je hladka ¢i zvIinéna s krémovym
az zlatave rudym zbarvenim. Srst je bohata a ptiléha k t€lu. Podsada je mekka, v 1€té€ udrzuje
chlad a v zimé¢ naopak teplo. Lina na jafe a na podzim. Na prednich ¢astech koncetin maji
zlati retrivii mirné osrsténi, zatimco na predni ¢asti krku, zadnich ¢astech koncetin a spodni

¢asti ocasu je osrsténi hustsi. Srst na hlave, prednich ¢astech koncetin a tlapkach je kratka.

2.4.13 StafordSirsky bulteriér

StafordSirsky bulteriér je stfedné velké plemeno pochazejici z Anglie. Je statecnym,
nebojacnym a obétavym psem s velkym sebevédomim. Na svou velikost je velmi silnym
plemenem s kratkou hlavou. Jeho o¢i jsou kulaté, stftedné velké a tmavé barvy. Stafordsti
bulteriéti maji svalnaty, kratky krk a Siroky hrudnik. Maji stfedné¢ dlouhy ocas,

ktery se ke Spicce zuzuje.

Srst je hladka a kratkd tésné pfiléhajici k t€lu. Srst lind kazdorocné, ale ztrata chlupi je
minimalni. Vyskytuje se ve vice barevnych variantach, napt. bild, rezava ¢i ¢erna, ale miize

dojit i k jejich kombinaci.
2.4.14 Stiedoasijsky pastevecky pes

Stredoasijsky pastevecky pes se vyuzival k hlidani stad i vesnic pted predatory, jako byli
vlci ¢i medvédi. Jsou to velci psi s robustnim télem. Jsou odvazni, nedivéfivi vici cizim
a snadno pfizpisobivi klimatickym podminkam. USi a ocas se kupiruji, aby Gto€ici Selmy
nemély uchopenim moznost tohoto psa zabit. Hlava je velmi pevna, krk je nizko nasazeny

a télo je pomérné Siroké.

Toto plemeno ma srst tvofenou velmi hustymi a dlouhymi pesiky. Srst je rovnd, kratka
¢i stfedné dlouha se silnou podsadou, kterda ma za nasledek silné linani dvakrat ro¢né.
V letnim obdobi je srst obvykle fidsi, v zimé& je naopak husta. Nejbéznéjsi zbarveni srsti je

kombinace bil¢ a ¢erné, dalsi vyskytujici se barvou je plava, kterd nabyva riiznych odstind.
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2.5 METODY PRO IDENTIFIKACI PROTEINU

K identifikaci proteinti Ize vyuzit velké mnozstvi metod, mezi tyto metody patii napiiklad
dvoudimenzionalni  elektroforéza, nukledrni magnetickd rezonance, rentgenova
krystalografie, Edmanovo odbourdvani, hmotnostni spektrometrie, kapalinova

chromatografie nebo také imunochemické metody.

U dvoudimenzionalni elektroforézy je vzorek proteinti rozdélen dle velikosti nabitych Castic
prostiednictvim isoelektrické fokusace. Vlivem zmény pH ztraci ¢astice, kterd se pohybuje
v gelu, ndboj a poté je protein pomoci klasické elektroforézy rozdélen dle molekulové

hmotnosti. Vysledkem dvoudimenzionalni elektroforézy je dvourozmérna proteinova mapa.

Rentgenova krystalografie je metodou umoziujici urcit prostorovou strukturu molekul.
Metoda je zaloZend na vychyleni rentgenovych paprski, ktery dopada na protein. Pfi této
metod¢ je dulezité ponechat latku vykrystalizovat a poté krystal zkoumané latky ozafit

monochromatickym rentgenovym zafenim. Zkoumana latka pti ozateni paprsek ohyba.

Nuklearni magnetické rezonance je analytickd metoda, pfi které je moZzné pozorovat chovani
atomového jadra v magnetickém poli. Béhem analyzy je protein vystaven pulsiim radiové
frekvence a na zékladé tohoto zéateni skrz vzorek v silném magnetickém poli je mozné urcit
vzdalenost mezi riznymi ¢astmi proteind, coZ umozni zjistit informace o struktufe
analyzované latky. Nuklearni magnetickd rezonance se vyuziva ke zkoumani

nizkomolekularnich latek a k objasnéni struktury velkych molekul.

Princip metody Edmanova odbourdvani spoc¢iva ve specifické reakci fenylisothiokyanatu
s a-aminoskupinou na N-konci polypeptidového fetézce, kdy naslednym okyselenim
pomoci kyseliny trifluoroctové (TFA) dojde k odstépeni N-koncové aminokyseliny ve forme
cyklického derivatu a peptidovy fetézec je tak zkracen. Tento derivat prechdzi v prostredi
25% kyseliny trifluoroctové ve stabiln€jsi formu, ve které mohou byt aminokyseliny uréeny
napfiklad pomoci tenkovrstvé chromatografie (Smith, 2001). Metoda Edmanova
odbouravani je jiz automatizovana a spiazena s nékterou z metod hmotnostni spektrometrie.
Jednou z téchto metod je metoda provadéna jak v roztoku, tak v gelu, a nese oznaceni
LC-Fluorescence-MS/MS, pii které nejprve dochazi k fluorescenénimu oznaceni N-konce
proteind. Proteiny jsou dale redukovany, alkylovany a §tépeny trypsinem. Pfipadné pfitomny
pyroglutamat, ktery v polypeptidickém fetézci mlize vznikat posttranslaéni modifikaci, je

odstraiiovan enzymem — pyroglutamat aminopeptidasou (Koolman a R6hm, 2012). Vznikl¢
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peptidy jsou nasledné separovany a detekovany kapalinovou chromatografii sprazené
s tandemovou hmotnostni spektrometrii a fluorescencnim detektorem. Tato metoda je
casoveé méné narocnd s vysokou citlivosti, ktera je az dvakrat vyssi nez v ptipad¢ klasického

Edmanova odbouravani (Vecchi et al., 2019).

2.5.1 Hmotnostni spektrometrie

Teoretické zaklady hmotnostni spektrometrie (MS) polozil v roce 2013 J. J. Thompson, jenz
zacilil proud ¢astic neonu pies elektrické a magnetické pole a umisténim desky v proudu
iontll zméfil odchylku jeho ¢astic. Hmotnostni spektrometrie je metoda zaloZena na separaci

iontl v silném magnetickém poli.

V minulosti byla metoda hmotnostni spektrometrie vyuzivana pouze ke studiu
nizkomolekularnich organickych latek, v 90. letech minulého stoleti vSak doslo k vyuzivani
této metody také pro biologické makromolekuly, a to diky objeveni techniky umoziujici
ptevedeni velké molekuly do plynné faze (Kas, et al., 1999). K tomuto ucelu se dnes vyuziva
pfedev§im metoda Electrospray Ionization (ESI) ¢i metoda Matrix-Assisted Laser

Desorption/Ionization (MALDI-TOF) (obr. 9).
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Obr. 9. Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF (Hoffmann

a Stroobant, 2007, upraveno).
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Nyni je hmotnostni spektrometrie hojn¢ vyuzivanou metodou pro identifikaci proteini
(Bryson et al., 2020; Tasaki, 2020; Solazzo 2017). Je to velice ucinna identifikacni,
ale zaroven destruktivni metoda, kterou Ize vyuzit spolecné s plynovou ¢i kapalinovou
chromatografii. Hmotnostni spektrometrie umoziiuje urcit primarni strukturu analyzované
latky tim, ze ur¢i jeji aminokyselinovou sekvenci a odhali posttranslacni a chemické

modifikace proteint.

U hmotnostni spektrometrie miizeme rozlisit dva typy analyzy — kvalitativni a kvantitativni.
Kvalitativni analyza se vyuziva pro identifikaci nizkomolekularnich sloucenin
i pfi zjisStovani struktury vysokomolekuldrnich sloucenin. Kromé téchto informaci
poskytuje tato metoda informace o slozeni a struktufe povrchu organickych latek,

biomolekulach a izotopickych pomérech atomi vzorku.

Jeji princip je zaloZen na detekci iontd. Méfeni je provadéno hmotnostnim spektrometrem,
iontové-optickym pfistrojem, ktery rozliSuje ionty na zédkladé poméru hmotnosti a naboje.
Ionty vznikaji ionizaci vzorku, ta miize byt pozitivni nebo negativni v zavislosti na typu
nabitych ¢astic (Havli$, 1999). Pii méfeni je vzorek nejprve preveden do plynné faze, ¢imz
vzorek ziskava urcity naboj, nasledné dojde v analyzatoru k separaci iontil, ktera je
zjistovana z pohybu nabité ¢astice ve vakuu a detektor vysila signél, ktery je zpracovan jako

spektralni vystup v podob¢ hmotnostniho spektra.

V ptipadé hmotnostni spektrometrie existuji dva fundamentélni principy, a to takzvané
peptidové mapovani (PMF) a sekvenovani peptidovych fragment (PFS) (Bouchal ef al.,
2003). Pro svou jednoduchost je pfednostné vyuZivano peptidové mapovani, které dobie
slouzi pro identifikaci relativné cCistych proteinovych vzorkli. Pokud se vSak nezdaii
identifikace pomoci tohoto principu, vyuzivd se sekvenovani peptidovych fragmentt.
K fragmentaci a soucasné detekci vznikajicich peptidovych fragmenti mize byt vyuzito celé
fady metod hmotnostni spektrometrie, kterd vyuZziva laserové desorpce a ionizace za ucasti
matrice (MALDI). Takovou metodou je naptiklad MALDI-MS vyuZivajici takzvany ,,post-
source decay”, kdy dochéazi k fragmentaci mezi iontovym zdrojem a detektorem
(Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2013), dale tandemova MALDI-MS/MS spjata s disociaci
indukovanou kolizi (CID), pfi které jsou vybrané ionty aktivovany srazkou s neutrdlni
molekulou plynu (Sleno a Volmer, 2004), nebo tandemova hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF/TOF (Chaurand ef al., 1999; Thiede et al., 2005).
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2.5.1.1 Stépeni trypsinem

Zakladnim ptedpokladem pro analyzu pomoci hmotnostniho spektrometru je rozstépeni
proteinti na peptidové fragmenty. Toto Stépeni probiha chemicky nebo enzymaticky.
Enzymatické Stépeni je Castéjsi vzhledem k tomu, ze enzymy §tépi polypeptidy a proteiny
na specifickych mistech, coz =zajistuje reprodukovatelnost (Switzar et al, 2013).
Enzymaticka aktivita zavisi na teploté a také na hodnoté pH, coz je pro kazdy enzym
specifické. Pokud by doslo k ptekroceni teploty, enzym by se stal nestabilnim, pii pfekroceni

dané hodnoty pH by mohlo rovnéz dojit az k denaturaci.

Jednim z nejvice vyuzivanych enzymi v proteomice je trypsin. Ten je syntetizovan ve formée
proenzymu trypsinogenu ve slinivce bfiSni obratlovct. Trypsin byl prvni objevenou
protedzou a je Casto vyuzivan k hydrolytickému Stépeni keratind pochézejici ze vzorki

chlupt (Cardamone, 2010; Solazzo, 2017).

Trypsin patii mezi serinové protedzy, kdy pfitomna aminokyselina serin zaujima funkci
nukleofilu. Misto, ve kterém dojde k rozstépeni vazby, urCuje takzvana ,.kapsa specifity®,
kterd je soucasti enzymu. V piipad€ trypsinu obsahuje ,.kapsa“ zaporné nabity zbytek,
coz zpusobuje, ze trypsin piednostné Stépi peptidové vazby na karboxylovych koncich
bazickych (tedy kladné nabitych) aminokyselin. Trypsin katalyzuje hydrolyzu za argininem
a lysinem, a proto pf1 St€peni za vyuZziti trypsinu, vznikaji peptidy s argininem ¢i lysinem na
C-konci. Pokud by za témito bazickymi aminokyselinami nasledoval prolin, ke §t€peni by

nedoslo.

Vzhledem ktomu, Ze rychlost hydrolyzy zdvisi na typu aminokyselinového zbytku,
tak v ptipadé vazby s lysinem probiha Sté€peni rychleji neZli St€peni vazby obsahujici arginin.
Pokud za peptidovou vazbou nésleduje kysely aminokyselinovy zbytek, dochdzi ke snizeni
rychlosti hydrolyzy. Stépeni v p¥itomnosti trypsinu probiha v laboratofi obvykle pii teploté
37 °C po dobu nékolika hodin za podminek mirné zasaditého prostedi, pokud je doba
Stépeni priliS dlouhd, dochazi k autolyze trypsinu, pro jejiz oddaleni je nutné ptidat malé

mnozstvi vapenatych iontd (Vankova, 1999).

K izolaci proteinli jsou kromé enzymatického a neenzymatického zplisobu také vyuzivany
dalsi metody, mezi které patii napiiklad extrakce a fragmentace proteintl, jako je naptiklad

dvoukrokovy tepelny hydrolyticky proces (THP) (Tasaki, 2020; Tasaki a Kaneoka, 2019).
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2.5.1.2 Izolace peptidi pomoci reverzni faze ZipTip Cis

Pted analyzou vzorku hmotnostnim spektrometrem je zapotiebi fragmenty precistit
a zakoncentrovat, k ¢emuz se vyuzivaji mikrokolonky s reverzni fazi. Mikrokolonky jsou
podobné Spickam automatickych pipet, pficemz na konci kazdé mikrokolonky je pevné
zafixované chromatografické médium. Po nasati vzorku dochazi k jeho navazani na reverzni
fazi, naslednému promyvani a eluovéani, abychom ziskali Cisté vzorky bez nezadoucich
necistot a mohly byt vyuzity piimo v hmotnostni spektrometrii. Reverzni faze postup

analyzy urychluje.

2.5.1.3 Metoda peptidového mapovani

Metoda peptidového mapovani je vyuzivana pro identifikaci, ale zarovenl pro analyzu
proteinti. Jedna se o metodu zalozenou na principu rozstépeni vzorku chemickymi ¢i
enzymatickymi ¢inidly, pficemz dnes jsou nejvice pouzivany proteolytické enzymy, kterym
muze byt naptiklad trypsin nebo chymotrypsin. Trypsin je vyuZzivan pfedev§im pro jeho
specifitu a schopnost vytvaret peptidy o délce 10-20 aminokyselin, které jsou vhodné pro

analyzu hmotnostni spektrometrii.
Principem je ptedpoklad zisku souboru peptidi unikéatniho pro urcity protein.

Tato metoda je velice U€inna a také citliva pro analyzu proteinti. Lze ur¢it zmény, jako je
napiiklad substituce jedné aminokyseliny, a proto se tato metoda vyuziva k pozorovani
struktury proteintl. Pii studovani molekuly je diilezité, aby analyzované proteiny obsahovaly

dané identické sekvence (Vankova, 1999).

V zévislosti na vlastnostech latky probiha peptidové mapovani dvéma zpisoby (obr. 10).
Pokud je v roztoku obsaZena dostate¢na koncentrace, dochézi k denaturaci proteinu, béhem
které jsou disulfidické mitstky pteruSeny redukci a poté pomoci alkylace zablokovany.
Nasledné je peptidovy fetézec rozstépen za vzniku smési peptidd a dochazi k urovani
molekulovych hmotnosti pomoci hmotnostni spektrometrie. Jednotlivé molekulové
hmotnosti se nachdzi v databdzi napomahajici identifikaci proteinii. V piipadé smési latek je
nejprve potieba elektroforetického rozdéleni, obarveni gelu a redukce vzorku.
Nasleduje alkylace a §tépeni za vzniku peptidového Stépu, ten je nutné z gelu vymyt. Pomoci
prvni metody lze identifikovat proteiny béhem par hodin, v pfipadé¢ druhé metody

se vSak identifikace pohybuje v intervalu nékolika desitek hodin.
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Obr. 10. Schéma dvou typii peptidového mapovani (Laboratorni techniky biochemie;
VSCHT, 2006, upraveno).

2.5.14 Metoda MALDI-TOF MS

Ke stanovovani hmotnosti peptidii se nejcastéji pouzivd hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF, ktera dokéaze identifikovat proteiny prostfednictvim peptidového mapovani.
Jedna se o metodu zalozenou na spojeni ionizace laserem za pfitomnosti matrice
v kombinaci s detektorem letu umoziujici zméteni doby pruletu ionth (Havlis, 1999).
Zaostieni iontd se stejnym pomérem hmotnosti a velikosti naboje, a také odklonéni

nepotiebnych iontli, umozituje elektricka ¢ocka spolecné s deflektorem.

Metoda MALDI je zaloZzena na vykrystalizovani latky spolu s nizkomolekularni matrici,
pokud by se nevyuzila matrice, molekuly vzorku by byly pfimo ionizovany, a to by vedlo
k jejich nezadoucimu $tépeni.

Matrici vétSinou byvaji slabé organické kyseliny schopné absorpce energie z laserového

zafeni, prostfednictvim nichZ se na molekuly vzorku pfendsi ionizacni energie. Diky matrici
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je umoznéno metfeni molekulovych hmotnosti vice latek (Havlis, 1999). Pti pfenosu dochazi

k zablokovéani stépeni molekuly.

Vzorek je smichan s matrici a ponechdn na kovové destic¢ce, kde dochézi k vykrystalizovani.
Kovova desticka se vlozi do pfistroje, kde jsou krystaly ozareny pomoci laserového paprsku,
¢imz dochazi k odpareni latky do vakua. Vzorek je matrici chranén pied piimym laserovym
ozafenim, protoze pravé matrice absorbuje vétSinu svételné energie. Pohlcenim této energie
matrice zaroven excituje, ve vakuové komote prechdzi matrice z pevné faze do plynné
za vzniku hustého oblaku plynu. V diasledku srazek neutralnich molekul vzorku s nabitymi
ionty matrice se uvniti oblaku formuje vysledny produkt, tedy ionizovany vzorek (Hosseini
a Martine-Chapa, 2017). lonty ziskaji stejnou hodnotu kinetické energie a jsou
dale urychlovany do prvniho analyzatoru TOF, zde leti pfiblizné stejnou rychlosti a stale
blizko u sebe. Pouze ¢astice vybrané hmotnosti prolétaji selektorem a pokracuji pres iontovy
zdroj, ktery urychli jejich pohyb do druhého analyzatoru TOF. Zde dochazi k separaci iontt
na zakladé¢ rozdilnych hodnot poméru hmotnosti a ndboje m/z. Jejich rychlost zavisi praveé
na jejich hmotnosti. PouZiti reflektronu prodluzuje drahu, na které dochdzi k separaci,
atimje docileno lepsiho rozlifeni vysledného hmotnostniho spektra. Cas piiletu
jednotlivych separovanych slozek je zaznamenavdm detektorem, jehoz vystupem je
hmotnostni spektrum (Pusch ef al., 2003). Uspotadani analyzator TOF/TOF je zobrazeno na

nasledujicim obrazku 11.

] reflektron

iontovy zdroj

Pr \\ )\\

—

A
e

| N e — \
‘ detektor \
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se vzorkem

priletovy analyzdtor TOF1 priletovy analyzator TOF2

Obr. 11. Pruletovy analyzator TOF/TOF (Push et al., 2003, upraveno).
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2.5.2 Kapalinova chromatografie

Dalsi technikou, ktera se nyni pro identifikaci proteinti vyuziva mnohem vice, je hmotnostni
spektrometrie spojend se separaci peptidovych $té€pi pomoci kapalinové chromatografie.
Touto metodou je mozné béhem jediné analyzy identifikovat velké mnozstvi proteint

obsazenych ve vzorku (Paolella ef al., 2013).

Kapalinovd chromatografie je separacni metoda, pii které jsou ionty ¢i molekuly vzorku
rozpustény v mobilni fazi, kterou je kapalina. Rozpusténé latky interaguji s druhou
(stacionarni) fazi v rozdilné mife, kdy jsou slozky oddéleny na zéklad¢ jejich afinity
k mobilni/staciondrni fazi, tzn. ze pokud maji komponenty riznou polaritu, budou slozky

kolonou migrovat riznou rychlosti.

Kapalinové chromatografie se sklada z nasttikového zatizend, tj. injektoru, pfedkolony, ktera
ma ochrannou funkci, analytické kolony, kterd udrzuje staciondrni fazi v rovnovaze

S 2PN4

s rozpoustédlem a detektoru méticiho analyticky signal eluentu (obr. 12).

Kapalinovd chromatografie se vyuzivd pii analyze netékavych ¢i tepeln€¢ nestalych

sloucenin, které neni mozné analyzovat plynovou chromatografii.

davkovaé vzorku zesilend signalu

regulator . azpracovani 1 omato gram
. nastitk vzorku
pritoku i U
anosného plynu p ﬂ
I A Il-'ﬂ A Lu
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\ jednothvych slozek
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'\Iv_vlniivani kolony)

i
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zdroj nosného plynu

Obr. 12. Kapalinovy chromatograf (www.hgb.vsb.cz).

Kapalinova chromatografie-hmotnostni spektrometrie (LC-MS) je technika nejcastéji
s vyuzitim elektrosprejové ionizace (ESI) umoznujici aplikace na velké mnozstvi

biologickych molekul, ¢i s vyuzitim ionizace atmosférického tlaku (API). Spojeni je Zadouci
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z hlediska citlivosti a specifity hmotnostni spektrometrie. Vzorek prochazi kolonou
naplnénou stacionarni fazi a dochdzi k jeho rozdéleni na zakladé rtizné afinity k mobilni
a stacionarni fazi. Ztratou vodikovych kationtii dochazi k ionizaci vzorku a néasledné vzorek

piechéazi do vakuové komory hmotnostniho spektrometru.

Jednou z kombina¢nich metod kapalinové chromatografie a hmotnostni spektrometrie je
napiiklad Ultra Performance Liquid Chromatography kombinovand s hmotnostni
spektrometrii vyuzivajici ionizaci elektrosprejem, kdy digesci keratinu vznikaji peptidy,
které obsahuji druhové specifické sekvence. Ty pak mohou byt rozliSeny pomoci technik
hmotnostni spektrometrie (UPLC/ESI-MS) (Tonetti et al., 2019). Tato metoda je objektivni,
umoznuje analyzovat také vzorky chlupt nebo vlast degradovanymi obarvenim (Tang et al.,

2014; Vineis et al., 2017).

2.6 METODY IDENTIFIKACE ZVIRECICH CHLUPU

Vzhledem k tomu, ze vlasy i chlupy jsou velice odolné vii¢i chemickym reakcim, coz je
zptisobeno pokrytim zrohovatélou kutikularni vrstvou, jsou casto vyuZzivany pii soudné-

znaleckém posuzovani (Bergman, 2004).

Srst je velmi odolnd a muze zistat neporusend i tisice let, proto ji lze vyuzit
pii taxonomickém posuzovani archeologickych nalezl, ale také mize slouzit jako stopa
nebo piimy dikaz v kriminalistice. Jeji identifikace je dulezitd i1 v radmci nelegalniho
obchodu (Ahmed et al., 2018). V&da zabyvajici se zkoumanim trichologického materialu
zivocichi pro policejni vySetfovani je nazyvana forenzni trichologie. Trichologickym
materiadlem nejsou pouze lidské vlasy, ale také pravée zvireci chlupy. Pomoci morfologickych
a metrickych znak, jako je bazalni §itka, délka, kutikularni vzor, morfologie kotinku a dalsi,

je mozné stanovit plivod zvifete.

K identifikaci se vyuzivd folikul obsahujici jeden pesikovy chlup ¢i cely svazek
s podsadovymi chlupy, protoze samotny podsadovy chlup nenese dostatecné mnoZzstvi
informaci, které jsou potiebné pro identifikaci. K identifikaci chlupli jsou vyuzivany

jak makroskopické, tak mikroskopické analyzy.
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2.6.1 Morfologicka identifikace zvirecich chlupta

Cilem morfologické identifikace zvifecich chlupt, vyuzivané pod zkratkou MIAH
(Morphological Identification of Animal Hairs), je zafazeni daného zvifete do konkrétniho

taxonu na zékladé morfologické analyzy jeho chlupu (Tridico et al., 2014).

Uroven ur¢ovaného taxonu zavisi na typu a stavu chlupu a také na dostupnosti srovnavaciho

vvvvvv

nejlépe urcujici charakteristiky (Ahmed et al., 2018).

K detekci identifikacnich ryst se vyuziva mikroskopické zkoumani, k ¢emuz se pouzivaji
elektronové mikroskopy. Mezi né patii naptiklad skenovaci elektronovy mikroskop (SEM —
Scanning Electron Microscope), transmisni elektronovy mikroskop (TEM — Transmission

Electron Microscope) &i opticky mikroskop (Farag et al., 2015; Stefan a Hladik, 2012).

Skenovaci elektronovy mikroskop umoznuje ¢ernobilé zobrazeni povrchu vzorku za pomoci
specialniho detektoru. Detektor je vybaven elektromagnetickymi ¢ockami, které usmériuji
a zaostfuji elektron na ur€ité misto vzorku, dochazi k interakci a vznika signal, ktery je
emitovan z povrchu vzorku a dopada na elektron (Ul-Hamid, 2018). Transmisni elektronovy
mikroskop umoziiuje zobrazeni vnitini struktury vzorku pomoci proslych elektroni.
Ty nejprve prochdzi vzorkem a poté jsou detekovany. Analyza chlupu provadeéna
elektronovou mikroskopii je nejen casoveé ndrocnd, ale je také zavisla na zpracovani, ¢i na

kvalité mikroskopu a samotné odbornosti mikroskopovani.

Pt pouziti svételného mikroskopu vznika obraz diky tomu, Ze svétlo ze zdroje je rozptyleno
povrchem, vzniklé rozptylené svétlo je vedeno soustavou sklenénych Cocek a dopada

na detektor. Svételnou mikroskopii Ize redlny obraz pozorovat piimo (Ul-Hamid, 2018).

Mikroskopie chlupti poskytuje jak informace kvalitativni, tak kvantitativni. Pomoci
mikroskopickych metod jiz 1ze pomérné dobie druhové rozlisit chlupy domacich zviftat.

V ptipadé srsti zvifat volné Zijicich nemusi samotnd mikroskopie stacit (Sato ef al., 2010).

2.6.2 Urceni zvireci srsti pomoci DNA

Analyza DNA je v dnes$ni dobé€ hojné€ vyuzivanou metodou pro identifikaci trichologického
vzorku. Geneticka analyza probiha pomoci deoxyribonukleové kyseliny (DNA), ktera je

soucasti chlupt. Pii genetickém zkoumadni se vyuzivd mitochondridlni DNA z chlupového
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stvolu a nukledrni DNA z kotinku chlupu. Pomoci této analyzy mizeme, kromé zviteciho

druhu, zjistit také barvu srsti, krevni skupinu nebo projevy nékterych chorob.

Analyze vSak vétSinou piedchdzi jiz zminovana mikroskopie (podkapitola 2.6.1), ktera
napomaha rozliSit zneciSténi povrchu trichomu, které by mohlo zplisobit problémy
pti analyze prostfednictvim DNA. Zkoumané vzorky je tedy zapotiebi pred genetickou
analyzou precistit (Elkins, 2012). Mikroskopie se dale vyuziva pro zjisténi vhodnosti
testovani vzorku. Pokud vzorek obsahuje koien, Ize vyuzit testovani pomoci jaderné DNA,
nazyvané analyzou kratkého tandemu (STR — Short Tandem Repeat). Chlupy, které byly

zbaveny kofene lze podrobit testovani mitochondridlni DNA.

Pti ptecisténi je vzorek nejprve ponofen do sterilni zkumavky naplnéné fyziologickym
roztokem, poté je vzorek oplachnut ethanolem a na ¢istém filtracnim papife jsou z bazalni
¢asti chlupu odfiznuty dva tseky o délce 1 cm. Odstfizky jsou umistény do sterilnich
zkumavek, kdy prvni z tseku slouzi k samotné analyze a druhy usek je vyuzit jako kontrola

substratu (Elkins, 2012).

Nasleduje extrakce DNA, zjisténi jeji kvality a kvantity a vlastni analyza. V literatufe
se objevuje naptiklad postup, kterym se autoti snazili vzajemné rozlisit vybrané sav¢i druhy
pomoci morfologického zkoumdani srsti a analyzy jedno-nukleotidovych polymorfismi
(SNP) genu pro cytochrom. Pouzita DNA pro tuto analyzu pochazela z krycich chlupt.
Vysledky studie ukazaly, Ze vSechny zvifeci druhy od sebe nelze rozlisit pouze na zakladé
morfologického zkoumdani. Tato metoda je vSak vyuZitelna pro rozliSeni lidskych vlast
1 psich a kocicich chlupt za ptedpokladu, ze vzorky byly dostatecné ptecistény od lidské
mitochondrialni DNA, kterou ¢lovek na zvitata snadno pfenese a ulpiva na kutikulérni vrstve

jejich srsti (Sato et al., 2010).

Kromé vyse uvedené analyzy SNP se k identifikaci zvifecich druht vyuziva metoda RLFP
neboli polymorfismus délky restrikénich fragmentt, multiplex PCR ¢i pfimé sekvenovani.
Metoda multiplexni PCR vyuZiva druhové specifické primery a je vhodna pro analyzu

smésného vzorku, ktery obsahuje DNA z riznych druhti zvitat (Kitano et al., 2007).

Genetickd analyza je povazovana za vysoce spolehlivou metodu, nicméné ani jeji pouziti

neni vzdy stoprocentni.
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2.6.3 Urceni zvireciho druhu pomoci MALDI-TOF MS

Zatimco nékteré zvifeci chlupy jsou rozlicného vzhledu a k jejich rozliseni staci pouze
V takovém ptipad¢ 1ze vyuzit analyzu DNA (podkapitola 2.6.2), alternativnim zptsobem
druhového rozliSeni mtize byt studie zalozend na komparaci proteind pritomnych v chlupu

(Solazzo, 2017).

Urceni zvifeciho druhu prostfednictvim chlupti za vyuziti hmotnostniho spektrometru
MALDI-TOF MS bylo provedeno v roce 2017 Carolinou Solazzo. Ta svlij vyzkum provedla
na zvifatech Severni Ameriky a ve své praci tak popsala analyzu chlupt pochazejici z muzea
Museum Conservation Institute. Jeji analyza umoznila ziskédni peptidovych profili,

které byly nésledné€ vyhodnoceny programem mMass (Sollazo, 2017).

Pti analyze byly vzorky nastfihany, ociStény od nezddoucich kontaminanti pomoci ethanolu.
Navic mohou byt vzorky také delipidizovany smési chloroformu a methanolu (v objemovém
pomeéru dva ku jedné) (Nakamura ef al., 2002). Nasledné byly vzorky rozmé€lnény v tekutém
dusiku, bylo pfidano 200 pl 8M mocoviny/ 50 mM Tris/40 nM dithiothreiolu (DTT) ptipH 8
a ponechano k puisobeni pfes noc. K tomuto roztoku o objemu 100 pl bylo pfidano 2,8 mg
jodooctove kyseliny a vzorek byl ponechén ve tmé po dobu ¢tyt hodin, roztok byl dale zfedén
300 pl 50mM hydrogenuhli¢itanem amonnym o pH 8. 50 pl vzorku bylo poté Stépeno
ptidavkem 0,5 pg trypsinu pfi teploté¢ 37 °C po celou noc a po enzymovém rozkladu byl
vzorek vysuSen a resolubilizovan v 10 pl 0,1% kyseliné trifluoroctové (TFA). Vysledek
vyzkumu ukézal, ze nékteré zvifeci druhy od sebe lze odlisit, ale u nékterych druht
se rozliSeni nepodafilo z divodu nenalezeni vyznamnych rozdild v hmotnostnich spektrech

(Solazzo, 2017).
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2.7 ANALYZA HLAVNICH KOMPONENT - PCA

K interpretaci dat lze pouzit metodu analyzy hlavnich komponent (PCA — Principal
Component Analysis), kterd se vyuziva pro rozbor velkych souborii dat z hmotnostniho
spektrometru ¢i DNA mikroskopt méfici hladiny tisict proteini a mRNA ve velkém

mnozstvi vzorkll, protoze umoznuje vyrazné zjednoduseni statické analyzy.

Analyza hlavnich komponent je matematicky algoritmus snizujici rozmeérnost dat
pii zachovani vétSiny variaci v datové sadé (Jolliffe, 2002). Metoda hlavnich komponent
vyhledava rozdily, nebo naopak podobnosti mezi jednotlivymi daty a zjistuje jejich
vzajemnou propojenost, ¢imz dochézi k jejich vyhodnocovani. Tato metoda umoziuje
redukci poctu proménnych, ale zarovent zachovava objem informaci, vzorky jsou poté
vykresleny, coz umoziiuje vizualni posouzeni podobnosti a rozdilii. Redukce dat probiha tak,

Ze jsou promitana do niz$ich dimenzi nazyvanych hlavni komponenty.

Zakladnim principem je transformace puvodniho obsahlejstho souboru zavislych
(Y. korelovanych)  proménnych  men$im  souborem  vzijemné  nezavislych
(fj. nekorelovanych). PCA identifikuje nové proménné, nazyvané hlavni komponenty, které
jsou linearni kombinaci ptiivodnich proménnych. Pii geometrickém sestaveni PCA musi byt
nalezena tzv. prvni komponenta, tedy smér hlavni osy, tj. smér indikovany nejvétsi celkovou
odchylkou (Jombart et al, 2010), druhd komponenta je smér nekorelovany s prvni
komponentou, podél kterého vzorky vykazuji nejvétsi odchylku (Ringnér, 2008; Abdi
a Williams, 2010). Kazda komponenta mize byt interpretovana jako smér nekorelovany
s predchozimi komponenty, které maximalizuji rozptyl vzorkl pfi promitnuti
na komponentu. Nej€astéji se vyuZivaji trojrozmérné vizualizace, ve kterych se vzorky
promitaji na komponenty nebo se vykresluji podle jejich korelace s komponentami (Ringnér,

2008).

2.8 LINEARNI DISKRIMINACNI ANALYZA - LDA

Dalsi metodou umoziujici vizualizaci dat je metoda LDA (Linear Discriminant Analysis).
LDA se pouziva k oddéleni dvou skupin, jejiz hlavni mySlenkou je maximalizovat
oddélitelnost mezi témito skupinami vytvofenim nové linedrni osy a promitani datovych
bodii na tuto osu. Tato metoda sleduje typ bodi, funkci ¢i podprostoru poskytujici vetsi
diskriminaci pro oddéleni dat. Cilem je najit linii, kterd maximalizuje oddéleni tfid, proto je

potieba definice separacniho opatieni.
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Jedna se o typ linearni kombinace vyuzivajici rizné datové polozky a aplikujici funkci
k samotné analyze vice tfid. K nalezeni stfedni hodnoty datovych bodu kazdé tridy
se pouziva stfedni vektor. Za vhodna data se povazuji ta, u nichz je invariance ve tfidé

minimalni a variabilita mezi ostatnimi tfidami je maximalni.

Rozdil mezi PCA a LDA spociva v tom, ze PCA hledé atributy s nejvétsimi odchylkami,

zatimco LDA se snazi maximalizovat oddéleni znamych kategorii (obr. 13).
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Obr. 13. Rozdil mezi PCA a LDA (Raschka, 2014).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie a roztoky, vybaveni

Pfi  Stépeni vzorkli byl pouzit proteolyticky enzym trypsin (Sigma) spolu
s hydrogenuhli¢itanem amonnym (NH4HCO3).

K piipravé roztoku na ZipTip byl pouzit acetonitril (CH3CN, ACN) a kyselina
trifluorooctova (TFA).

Chemikalie:
Acetonitril, ACN (Sigma)
2,5-dihydroxybenzoova kyselina, DHB (Sigma)
Hydrogenuhli¢itan amonny, NH4HCO3 (Fluka)
Lyofilizovany trypsin (Sigma)
Trifluorooctova kyselina, TFA (Sigma)
Peptide Calibration Standard II, PEP II (Bruker Daltonics)
Roztoky:
Aktivaéni roztok (100% ACN)
Ekvilibra¢ni roztok (0,2% TFA)
Eluéni roztok (100% ACN, 0,2% TFA v obj. poméru 1:1)
Kalibrac¢ni roztok (DHB, PEP II, v obj. poméru 1:1)
Pracovni roztok trypsinu (lyofilizovany trypsin, 50 mM NH4HCO3, v obj. poméru 1:50)
Roztok DHB (150 pl 100% ACN, 250 ul 0,2% TFA, 100 pl H>O, ~ 9 mg DHB)
Roztok TFA (10% TFA)
Pro analyzu vzorku bylo vyuzito:
Hmotnostni spektrometr MALDI-TOF/TOF Autoflex Speed (Bruker Daltonics, Némecko)

Kapalinovy chromatograf UHPLC Dionex Ultimate3000 RSLC nano (Dionex, Némecko)
spojeny s ESI-Q/TOF Maxis Impact hmotnostnim spektrometrem (Bruker Daltonics,

Némecko)
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Mikrokolony ZipTip Cis (Millipore Corporation)

Thermomixer compact (Eppendorf)

3.2 SloZeni roztoku pro reverzni fazi

Reverzni faze ZipTip byla promyvéana riznymi roztoky, mezi né patfil aktivacni roztok,

ekvilibra¢ni roztok a eluéni roztok.

Aktivacni roztok tvofil 100% acetonitril. Ekvilibraéni roztok tvofila 0,2% kyselina
trifluorooctovd ve vodé. Elucni roztok obsahoval 50% acetonitril a 0,1% kyselinu

trifluorooctovou.

3.3 Priprava matrice

Pro méfeni pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF bylo potieba ptipravit matrici,
coz byla smés 150 ul acetonitrilu, 250 pl trifluoroctové kyseliny o koncentraci 0,2 %,

100 pl vody a 8-9 mg 2,5-dihydroxybenzoové kyseliny (DHB).

Ke vzorku byla matrice pfidana po jeho precisténi.

3.4 Referencni materialy

K analyze byly vyuzity chlupy psti odlisnych plemen. Od kazdého plemene byli analyzovani
tfi zastupci rizného stafi, ktefi nebyli pfibuzni. S vyjimkou dvou plemen — jezevcCika
dlouhosrstého a jorkSirského teriéra, u téchto plemen byli analyzovani pouze dva zastupci.
Analyzovéano bylo celkem 17 plemen, a také doslo k porovnani jejich ptibuznosti s vlkem.

Srst vlka pochéazela z Narodniho parku Sumava — navstévnické centrum Srni.

Analyzovanymi plemeny byly border kolie, ¢ivava, francouzsky buldocek, chrt dlouhosrsty,
chrt kratkosrsty, Jack Russell teriér, jezevCik dlouhosrsty, jezevEik hrubosrsty, jezevEik
kratkosrsty, jorkSirsky teriér, némecky ovcak, mops, pudl, stafordSirsky bulteriér,

sttedoasijsky pastevecky pes a zlaty retrivr.

Seznam analyzovanych plemen a vék zkoumanych jedinci, je uveden niZe v tabulce 1.
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Tab. 1. Seznam analyzovanych plemen a vek jednotlivych zdstupcii.

PLEMENO VEK PLEMENO VEK
8 mésicl . 10,5 roku
Border kolie 7 let kﬁtzlfo‘):;fgf 11 let
13 let 13 let
Boxer i iglg JorkSirsky teriér ; iztky
11 let 8 let
2,5 roku Mops 3 roky
Civava 3 roky 7 let
7 let 15 let
, 6 mésict Némecky ovéak | 10 let
Francouzsky | rok 7 lot
buldocek © o
6 let 8 mésicl
5 let Pudi 1 rok
Chrt dlouhosrsty | 5 let 5 let
5 let 4 mésice
4 roky Zlaty retrivr 9 mésici
Chrt krdtkosrsty | 12 let 14 let
14 let e 11 let
3 roky St‘;)f oli;derrsky 9 let
Jack russell 3 roky utterter 3 roky
5 let . e 13 mésicu
Jezevcik 2,5 roku Stredoasyslfy 5 let
dlouhosrsty 4 roky pastevecky 8 let
4 roky Jednalo se o smés
Jezevéik hrubosrsty | 7 let Vik chlupti vice jedinci,
7 let nelze urcit vek.

3.5 Stépeni vzorku

Vzorky srsti byly pfed jejich zpracovanim skladovany za laboratorni teploty
v uzaviratelnych obalech, aby nedoslo ke kontaminaci ¢i nezaddouci vymeéné.

Vsechny chlupy byly rozstiihdny na ptiblizné stejné ¢asti o délce £ 0,5 cm na piredem
ethanolem vy¢isténé podloZce. Nastiihané ¢asti byly poté pomoci vydezinfikované pinzety
vloZeny do Eppendorfovych zkumavek.

Vzorky byly st€peny pomoci pracovniho roztoku trypsinu o objemu 15 pl, ktery byl ptidan

do kazd¢ zkumavky se vzorkem. Po celou dobu S§tépeni byly chlupy zcela ponofeny
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v roztoku. Stépeni probihalo po dobu &tyt hodin v thermomixeru za teploty 37 °C za michani

s frekvenci 300 rpm.

3.6 Precisténi na reverzni fazi

Ihned po ukonceni doslo k tzv. pfeciSténi na reverzni fazi, které kromé precisténi vzorku
zajiStuje také jeho zakoncentrovani. Pfi tomto procesu byla pouZziviana automaticka
nastavitelnd mikropipeta, na které byla nasazena specialni pipetovaci Spicka obsahujici

reverzni fazi, konkrétné ZipTip Cis od firmy Millipore Corporation.

PreciSténi vzorku na reverzni fazi predchazela jeji aktivace. Postup pouziti reverzni faze
ZipTip Cig Ize popsat pomoci nékolika krokt. Jednotlivé kroky byly vyuzity pro vSechny

analyzované vzorky.

V prvni fadé¢ doslo k aktivaci reverzni faze ZipTip Cis, kterd byla zakotvena ve Spicce pipety.
K aktivaci doslo promytim pomoci 15 pl aktivacniho roztoku, coz se opakovalo desetkrat.
Nasledné doslo k desetinasobnému promyti stejnym objemem, tedy 15 pl, ekvilibraénim

roztokem.

Peptidy vzniklé St€penim byly navdzany promytim analyzovaného vzorku, promyti bylo
zopakovano desetkrat. Z divodu odstranéni moznych pfitomnych necistot byl zopakovan

bod ekvilibrace, promyti bylo provedeno desetkrat.

Navazané peptidové $t€py zreverzni faze byly eluovany do mikrozkumavky pomoci
eluéniho roztoku. K eluci bylo vyuZito roztoku o objemu 15 pl. Reverzni faze byla nasledné
desetkrat promichana v mikrozkumavce, ¢imz doslo k zakoncentrovani a uvolnéni peptida

do roztoku.

Po promichani reverzni faze bylo do mikrozkumavky odebrano 5 pl vzorku a ptidano k 5 pl
matrice, smés byla opét promichana. Zbyla ¢ast vzorku, tedy 10 pl, bylo ponechano

k vysuSeni za laboratorni teploty a nasledné analyze pomoci kapalinové chromatografie.

Nasledovalo kéapnuti analyzovaného vzorku o objemu 1,2 pl na kapkovaci desticku,

na kterou byl vzorek umistén celkem pétkrat, tj. byl nanesen na pét spott.

Vzhledem k tomu, Ze mikrokolonka byla pouZita vicekrat, bylo zapotiebi jeji precisténi,
pomoci které¢ho doslo k odstranéni nevymytych peptidovych $tépt zreverzni féze,

¢ehoz bylo docileno desetindsobnym promytim elu¢niho roztoku o objemu 15 pl.
Pro kazdy vzorek byl zopakovan stejny postup.

47



3.7 Méreni pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF

K hmotnostni analyze chlupti psich plemen bylo v této praci vyuzito hmotnostniho
spektrometru  MALDI-TOF/TOF Autoflex Speed od spolecnosti Bruker Daltonics.
Pro tuto metodu byla nezbytna ocelovéa desticka, na kterou byl nanasen vzorek smichany
s matrici. DestiCka obsahovala tzv. spoty, tj. ohrani¢ena kruhova policka, kterd jsou strojem

snadno rozpoznatelnd a zamétena.

Jak jiz bylo uvedeno (kapitola 3.6), pii méieni pomoci této hmotnostni spektrometrie bylo
zapotiebi smichani vzorku s matrici, doslo tedy ke smiseni 5 pl vzorku s 5 pl matrice.
Jako matrice byl pouzit predem pfipraveny roztok DHB. Vzorek smiseny s matrici byl
nanesen na ocelovou méfici desticku, na které vzorky vykrystalizovaly. Od kazdého vzorku
bylo na desti¢ku naneseno pét spotil, vzorek byl na kazdy spot na nanesen v objemu 1,2 pl.
Na ocelovou méfici desticku byly naneseny také kalibrani standardy, smés peptidii
o znamych hmotnostech, k ¢emuz byl pouzit Peptide Calibration Standard II obsahujici
devét standardnich peptidi, ktery byl smichan s matrici totoznou pro vzorky v objemovém

pomeéru jedna ku jedné.

Jednotlivé vzorky musely na desti¢ce nejprve vykrystalizovat. Po zaschnuti vzorka byla
ocelova méfici desticka vloZzena do hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF, na desticku
bylo vloZeno napéti o velikosti 20 kV. Pomoci standardu byla provedena kalibrace a doSlo
k méteni, které probihalo v pozitivnim reflektorovém modu v rozmezi 900-4500 Da.
Spektra byla ziskana pti nastaveni vykonu laseru na 80—90 % a kazdé spektrum bylo sloZeno

z celkového poctu 3000 laserovych pulst.

3.8 Statistické vyhodnoceni hmotnostnich spekter

Nameétena spektra z hmotnostniho spektrometru byla zpracovana pomoci analyzy hlavnich
komponent (PCA). Pti analyze hlavnich komponent doSlo k porovndni namétenych spekter,
vyhledani jejich podobnosti a rozdilti, naslednému zobrazeni proménnych a zjisténi
vzajemné propojenosti. PCA byla provedena v softwarovém programu R, verze 4.0.2.

Spektra byla vyhodnocovana pomoci normalizace 2.

LDA a PCA analyza dat ziskanych metodou LC-MS/MS byla provedena panem
RNDr. Pavlem Cejnarem z Ustavu poéitatové a méfici techniky, VSCHT Praha, ¢imZ mu

patii mé pod€kovani.
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3.9 Vyhodnoceni programem mMass

Nameétend spektra zastupct jednotlivych plemen ziskana hmotnostni spektrometrem
MALDI-TOF byla vyhodnocena pomoci programu mMass, verze 5.5.0, a nasledné
porovnana mezi sebou. Tento program umoziuje analyzu hmotnostnich spekter a také

napiiklad modelové stépit sekvence proteini.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Pro zjisténi moZznosti rozlisit jednotliva plemena psti pomoci jejich srsti byly v této praci
vyuzity dv€é techniky hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a LC-MS/MS
s vyhodnocovanim dat pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) a linearni diskrimina¢ni

analyzy (LDA).

Spektra pochazejici z hmotnostniho spektrometru byla dale zpracovéana programem mMass,
a také vyhodnocena a porovnana pomoci PCA. Tim byla spektra zredukovana na jednotlivé
body, které by se v ramci plemen mély idealné shlukovat do klastri. Pokud by se podatilo
odlisit od sebe jednotliva psi plemena, pak by se tyto klastry (bodové shluky) neptekryvaly.
Nejprve byla porovnana vSechna plemena spolecné s vlkem, plemena samostatné bez vlka
a dale pak byla plemena rozdélena do nékolika skupin na zaklad¢ riznych charakteristik —

podobnosti a rozdilnosti ve velikosti téla ¢i srsti.

Vzorky vSech plemen psti byly kromé& hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF analyzovany
také kapalinovou chromatografii s tandemovou hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS,

kde ziskané vysledky byly vyhodnoceny metodami PCA a LDA.

4.1 Vyhodnoceni dat pomoci metody hlavnich komponent

Na obrazku 14 je zobrazen graf znazornujici rozliSeni vSech 17ti analyzovanych plemen
spolecné s vlkem. RozliSeni bylo provedeno pro zjisténi piibuznosti mezi psy a vlky.
I ptes to, Ze psi pochézeji z jiz zaniklych druht vlkl (Frantz et al., 2020; Larson a Bradley,
2014), Ize vidét, ze existuje podobnost mezi dneSnimi vlky a psy. NedoSlo k oddéleni
samotnych plemen, ani k oddéleni vlka, jejich klastry se tedy piekryvaji, vykazuji podobnost
ana zéklad¢ tohoto tvrzeni lze tedy mluvit o jejich piibuznosti (respektive o velmi

podobném proteinovém slozeni srsti zahrnujici velmi podobné primérni struktury proteint).
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Obr. 14. Celkovy ndhled na porovnani vsech analyzovanych plemen — , boxer,
civava, francouzsky buldocek, chrt dlouhosrsty, chrt kratkosrsty, , jezevcik
dlouhosrsty, , jezevcik kratkosrsty, jorksirsky teriér, mops, neémecky
ovcak, , zlaty retrivr, stafordsirsky bulteriér, a vika.

Na nasledujicim obrazku 15 doslo k porovnani vSech plemen mezi sebou. Obrazek 15
ukazuje, Ze se klastry jednotlivych plemen piekryvaji a nedochazi tedy k jejich Zddoucimu
oddéleni. VSechna plemena pst jsou soucasti jednoho shluku. Lze si v§imnout, ze levou ¢ast
shluku tvoti chrt dlouhosrsty, zlaty retrivr a pudl, proto bylo provedeno vyhodnoceni pouze

pro tyto tfi skupiny. Vysledky jsou zobrazeny na obrazku 16.

Na obréazku 16 je vidét, ze jednotliva analyzovana plemena — chrt dlouhosrsty, pudl a zlaty

retrivr, mezi sebou neni mozné rozlisit, protoze dochazi k prolinani bodovych klastri.

Prolinani skupin je zptisobeno podobnosti spekter, jelikoz z nich je pak odvozeno umisténi
bodl v 3D grafech. Vzhledem k prolinani jednotlivych skupin (plemen), a také porovnani
velkého mnozstvi vzorkd, byla psi plemena zkoumana na zaklad¢ velikosti pst, poté také

na zékladé¢ jejich podobné srsti.
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Obr. 15. Vyhodnoceni rozlisitelnosti vsech plemen — horder kolie, , , francouzsky
buldocek, chrt dlouhosrsty, Jack Russell teriér, jezevcik dlouhosrsty, jezevcik hrubosrsty,
Jjezevcik kratkosrsty, jorkSirsky teriér, mops, nemecky ovcak, pudl, zlaty retrivr, stafordsirsky

bulterier,

2x10*

4x10*

Obr. 16. Porovnani rozlisitelnosti chrta dlouhosrstého, zlatého retrivra a pudla.
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Na zaklad¢ velikosti plemen bylo provedeno vyhodnoceni pro velké, stfedné velké a malé
psy. Na obrazku 17 je zobrazeno vyhodnoceni pro velké psy, do kterych byl zarazen boxer,
chrt dlouhosrsty, chrt kratkosrsty, némecky ovcak, stafordSirsky bulteriér, stiedoasijsky

pastevecky pes a zlaty retrivr.

1% 10°

5x10°

PC1

—5x10* o
—2x10° ~1x10° 0 1x10° 2 x10° — 2% Hy?

Obr. 17. Rozliseni plemen dle jejich velikosti téla — boxer, chrt dlouhosrsty, chrt kratkosrsty,

, stafordsirsky bulteriér, stredoasijsky pastevecky pes,

Na obrazku 17 je viditelné prolnuti klastrii, kterd jsou rozd€lend na dvé ¢asti. Leva cast
shluku je tvofena chrtem dlouhosrstym, zlatym retriviem a némeckym ov¢akem
zasahujiciho 1 do pravé strany grafu. Na pravé stran€ shluku dochazi k prolnuti skupin bodt
zbyvajicich plemen — boxera, chrta kratkosrstého, stafordSirského bulteriéra, sttedoasijského
pasteveckého psa a némeckého ovcaka. K rozliSeni mezi ptiblizné stejné velkymi psimi
plemeny tedy nedochazi. Nicméné, jak vyplyva z grafu, chrta dlouhosrstého je mozné odlisit
od boxera, chrta kratkosrstého, stafordSirského bulteriéra a stfedoasijského pasteveckého

psa.

Na nasledujicim obrazku 18 je zobrazeno rozliSeni border kolie, jezev¢ika dlouhosrstého,

jezevcika hrubosrstého, jezevcika kratkosrstého a pudla.
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Obr. 18. Vysledky rozlisitelnosti border kolie, , jezevcika

hrubosrstého, jezevcika kratkosrstého a pudla.

Z obrazku 18 je patrné, Ze ani mezi témito psimi plemeny neni jasné rozliSeni, 1 pfes to,
ze v ptipad¢ border kolie je vidét patrné oddé€leni od ostatnich plemen, dochazi i tak
k prekryvani klastri se spektry jezevcika dlouhosrstého a pudla. K hojnému piekryti dochazi

u pudla, jezev¢ika hrubosrstého a jezevcika dlouhosrstého, jezevcika kratkosrstého.

Na obrazku 19 je vyobrazené rozdéleni malych plemen pst, konkrétng Ccivavy,

francouzského buldocka, Jack Russell teriéra, jorksirského teriéra a mopse.

Obrazek 19 zobrazuje vzdalena spektra jorkSirského teriéra od spekter ostatnich plemen,
spektra se tedy lisi, coz vypovida o tom, Ze jorkSirského teriéra od téchto ostatnich plemen
1ze rozeznat. Bodové shluky zbylych plemen se piekryvaly, nicméné klastr ziskany analyzou
srsti ¢ivavy se od ostatnich o néco malo vzdaluje, proto byl dale proveden pokus o rozliseni

¢ivavy, francouzského buldocka, Jack Russell teriéra a mopse (obr. 20).
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Obr. 19. Rozliseni malych plemen — civava, francouzsky buldocek, Jack Russell teriér,

, mops.
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Obr. 20. Rozliseni , Jack Russell teriéra, francouzskeho buldocka a mopse.
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Z obrazku 20 je patrné, Ze jednotliva plemena — ¢ivavu, Jack Russell teriéra, francouzského
buldocka a mopse, mezi sebou nelze rozlisit, nebot’ se vysledky mezi sebou stale prekryvaji.
Po dikladnéj$im pozorovani si vSak 1ze v§Simnout malé odchylky mezi ¢ivavou a mopsem
(bodovée shluky obou plemen jsou od sebe pomérné daleko a neptekryvaji se), proto bylo

provedeno pouze jejich rozliseni, které je zobrazeno na nize uvedeném obrazku 21.

Obr. 21. Rozliseni mezi dvéema plemeny — civavou a mopsem.

Z obréazku 21 je patrnd moznost rozdéleni téchto dvou skupin — ¢ivavy a mopse, coz sved¢i

o tom, Ze jejich hmotnostni spektra jsou odliSna a tato dvé plemena je mozné od sebe rozlisit.

Dalsi vyhodnoceni bylo provedeno pro zjisténi podobnosti nebo naopak rozdili v ramci
jednoho plemene, které je rozdéleno na rtizné typy. K vyhodnoceni byla vybrana spektra
jezeveikt — kratkosrstého, dlouhosrstého, hrubosrstého, které se lisi typem srsti. Zda je

mozné rozliSit jednotlivé druhy jezev¢ikl je vyobrazeno na obrazku 22.
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Obr. 22. Rozliseni mezi typy jezevcéikii — jezevcilem dlouhosrstym a jezevéikem hrubosrstym,

jezevcikem kratkosrstym.

Z obrazku 22 je patrné, ze jezevcika kratkosrstého a jezevcika dlouhosrstého od sebe rozlisit
nelze, jejich klastry se prekryvaji, coz mize byt zplisobeno stejnym typem chlupt, tvorici
jejich jemnou srst. V pfipadé jezevcika kratkosrstétho a jezevcika hrubosrstého jsou
naznaCeny mirné odchylky, stejné jako je tomu v pfipadé jezevcika dlouhosrstého
a jezevCika hrubosrstého. Na zéklad¢ tohoto grafu bylo vytvofené vyhodnoceni mezi témito

typy jezevcika lisicich se typem srsti, vysledky jsou zndzornény na obrazku 23 a 24.

Na zéklad€ téchto obrazku (23 a 24) lze fict, ze jezevcika kratkosrstého i1 jezevcika

dlouhosrstého neni mozné pomoci srsti rozlisit od jezev¢ika hrubosrstého.
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Obr. 23. Rozliseni mezi jezevcikem lratkosrstym a jezevéikem hrubosrstym.
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Obr. 24. Rozliseni mezi jezevcilem dlouhosrstym a jezevcikem hrubosrstym.
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V nésledujicim hodnoceni, zobrazeno na obrazku 25 a 26, bylo provedeno porovnani
mezi ndhodné vybranymi zastupci lisici se svou velkosti téla, jednalo se tedy o kombinaci
malého a velkého plemena. Na obrazku 25 je vyobrazeno rozliSeni Civavy, jorksirského
teriéra, mopse, némeckého ovcaka, stafordsirského bulteriéra a zlatého retrivra. Obrazek 26
znédzornuje rozliSeni mezi border kolii, boxerem, jezevcikem hrubosrstym a kratkosrstym,

pudlem a stfedoasijskym pasteveckym psem.

—¥x10%

Obr. 25. Rozliseni plemen ruzné velikosti — civava, , mops, nemecky ovcak,

stafordsirsky bulteriér,

Obrazek 25 vypovida o tom, Ze v pfipadé malych a velkych plemen nejsou vyrazné rozdily.
Naptiklad v piipad¢ zlatého retrivra je patrny rozdil s ¢ivavou ¢i mopsem, u némeckého
ovcaka lze pozorovat rozdil spole¢né€ s jorkSirskym teriérem, stejné tak je tomu v ptipadé
srovnani jorkSirského teriéra a stafordSirského bulteriéra. U bodovych shlukt velkych pst —
zlatého retrivra, némeckého ovcaka a stafordSirského bulteriéra dochazi k prekryvu, a tedy

neni mozné je timto zpusobem rozlisit.
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Obr. 26. Rozliseni velkych, stredné velkych a malych plemen — , boxer, jezevcik

kratkosrsty, jezevcik hrubosrsty, pudl a

Protoze jsou si spektra vybranych psich plemen podobna, dochdzi na vyse uvedeném
obrazku 26 k prekryti jejich redukovanych vysledkt — bodovych shlukt, a neni tedy mozné
tyto plemena od sebe rozlisit. Lze si v§imnout rozliSeni shlukl u jezevcika kratkosrstého
a hrubosrstého jezevcika, jejichz rozdéleni bylo jiz provedeno (viz obrdzek 23). V malé mife
je patrny rozdil u pudla a border kolie, v piipadé stiedoasijského pasteveckého psa, boxera

a pudla dochazi k ptekryvu, tedy neni mozZné jejich rozliSeni.

Déle bylo provedeno porovndni spekter plemen, jejichz srst se podoba. Nejprve byla
porovnana psi plemena, jejichz srst je podobnd v délce chlupu. Psi plemena byla rozdélena
podle dlouhé, stfedn¢ dlouhé a kratké srsti. Do skupiny s dlouhou srsti byla zatfazena
tato plemena — border kolie, chrt dlouhosrsty, jezev€ik dlouhosrsty a zlaty retrivr (obr. 27).
JorkSirsky teriér, némecky ovcdk, pudl a stiedoasijsky pastevecky pes byli zatazeni
do plemen se stfedné dlouhou srsti (obr. 30). Mezi plemena s kratkou srsti byl zatazen boxer,

Civava, francouzsky buldocek, chrt kratkosrsty, Jack Russell teriér, jezev¢ik dlouhosrsty,
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jezevc¢ik kratkosrsty, mops, stafordSirsky bulteriér, a protoze stfedoasijsky pastevecky pes

ma jak stfedné dlouhou, tak i kratkou srst, byl do této skupiny zatazen také (obr. 31).

~5x10*

Obr. 27. Rozliseni psich plemen na zaklade délky jejich srsti. Plemena s dlouhou srsti —

border kolie, chrt dlouhosrsty, jezevcik dlouhosrsty a

Pti rozliseni plemen pst s dlouhou srsti (obr. 27) bylo zjisténo, ze vysledky ziskané ze srsti
chrta dlouhosrstého jsou odlisné od vysledku ze srsti jezevéika dlouhosrstého a border kolie,
coz umoziuje tato plemena od sebe rozlisit. Vzhledem k piekryvu border kolie a jezev¢ika
dlouhosrstého a castecnému piekryti se zlatym retrivrem, bylo provedeno dalsi rozliSeni
(obr. 28). Zda je mozné od sebe rozliSit chrta dlouhosrst¢ho a zlatého retrivra, bylo
vyhodnoceno a vysledek je uveden na obrazku 29. Z obrazku 28 vyplyva, ze v ptipadé
srovnani téchto tfi plemen je mozné od border kolie a jezevcika dlouhosrstého odlisit zlatého
retrivra. V pfipad€é porovnani border kolie a jezevCika dlouhosrstého vsak rozliSeni neni

mozné, jejich bodové vysledky se prekryvaji.

RozliSeni mezi chrtem dlouhosrstym a zlatym retrivrem také neni mozné, nebot’ dochézi

k ptekryvu klastrd, jak je patrné z nize uvedeného obrazku 29.
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Obrazek 28. Rozliseni border kolie, jo=cvcila diouhosrsicho a zlatého retrivra.

4x10*

2x10*

-2x10*

-4x10*
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5x10°
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Obr. 29. Rozliseni mezi chrtem dlouhosrstym a =/aivm retriviem,
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Pti rozliSeni psich plemen se stiedné dlouhou srsti bylo zjisténo, ze jorksirského teriéra,
némeckého ovcaka, pudla a stfedoasijského pasteveckého psa neni mozné rozlisit,
nebot’ jejich spektra vykazuji uréitou podobnost a dochazi k prekryti jejich klastrii (obr. 30).
Lze pouze odlisit jorkSirského teriéra od stfedoasijského pasteveckého psa, o cemz vypovida

separace jejich bodovych shlukt.

Obr. 30. Rozliseni psich plemen se stiedné dlouhou srsti — jorksirského teriéra, ncmeclcho

ovcaka, pudla a

Vzhledem k tomu, ze skupina plemen s kratkou srsti je pomérné obsahla (obr. 31), bylo

provedeno ndhodné rozdéleni skupiny na dvé poloviny. Toto rozliSeni je znazornéno

na obrazku 32 a 33.
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Obr. 31. Rozliseni mezi psimi plemeny s kratkou srsti — , , francouzsky buldocek,
chrt kratkosrsty, , jezevcik lratkosrsty, jezevcik hrubosrsty, mops,

stafordsirsky bulteriér a stredoasijsky pastevecky pes.

Obr. 32. Rozliseni psich plemen s kratkou srsti — , chrta

kratkosrstého, jezevcika hrubosrstého, mopse a
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2 x10*
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Obr. 33. Rozliseni psich plemen s kratkou srsti — , , , Jack

Russell teriér a stafordsirsky bulteriér.

Z tohoto rozliSeni vyplyva (obr. 32), Ze jednotlivé druhy — francouzského buldocka, chrta
kratkosrstého, jezevcika hrubosrstého, mopse a stiedoasijského pasteveckého psa, neni
mozné proteomicky rozlisit. Pfi vyhodnoceni dal$i skupiny psich plemen (obr. 33) bylo
zjisténo, Ze ani zastupce této skupiny, do které patfil boxer, ¢ivava, jezevCik kratkosrsty,
Jack Russell teriér a stafordSirsky bulteriér, neni mozné odlisit. Z celkového porovnani psich

plemen s kratkou srsti 1ze fict, Ze neni mozné jejich rozpoznani.

V dalsi ¢asti byla psi plemena rozdélena z hlediska typu srsti na plemena s jemnou srsti
a plemena s hrubou srsti. Do skupiny psich plemen s jemnou srsti byli zafazeni — ¢ivava,
francouzsky buldocek, chrt dlouhosrsty, chrt kratkosrsty, Jack Russell teriér, jezevcik
dlouhosrsty, jezeveik kratkosrsty, mops, stafordSirsky bulteriér a zlaty retrivr (obr. 34).
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Do skupiny psich plemen s hrubou srsti byla zafazena tato plemena — border kolie, boxer,

jezev¢ik hrubosrsty, némecky ovéak a stfedoasijsky pastevecky pes (obr. 35).

Z obrazku 34 vyplyva, Ze v ramci rozliSeni plemen na zaklad¢ jemnosti srsti je mozné odlisit
chrta dlouhosrstého od ostatnich skupin — to francouzského buldocka, chrta kratkosrstého,
Jack Russell teriéra, jezev¢ika dlouhosrstého, jezevCika kratkosrstého, mopse
1 stafordSirského bulteriéra, kromé zlatého retrivra, ktery je stejn¢ jako chrt dlouhosrsty,

rozliSitelny od téchto skupin s vyjimkou chrta kratkosrstého.

-4x10*
Obr. 34. Rozliseni psich plemen s jemnou srsti — , francouzsky buldocek, chrt
dlouhosrsty, chrt kratkosrsty, Jack Russell teriér, , jezevcik kratkosrsty,
mops, , zlaty retrivr.
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Graf na obrazku 35 vykazuje, ze border kolii je mozné rozlisit od jezev¢ika hrubosrstého
a némeckého ovcaka. Zbylé skupiny od sebe nebylo mozné rozlisit, nebot’ doslo k prekryti

jejich klastrt, u kterych nebylo mozné nalézt naznak separace.

Na nize uvedeném obrazku 36 je zndzornéno rozliSeni psich plemen s hrubou srsti
v kombinaci s plemeny s kadefavou srsti, tedy pudlem, konkrétné border kolie, boxer,
jezeveik hrubosrsty, némecky ovCak a stfedoasijsky pastevecky pes, do této skupiny,
nebot’ neni tak obsahla jako skupina plemen s jemnou srsti, byl zatazen také jorksirsky teriér,

jehoz srst je hedvabna.

5x10°

Obr. 35. Rozliseni plemen psii s hrubou srsti — boxera, , jezevcika hrubosrstého,

a
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Na zakladé vyhodnoceni spekter plemen s hrubou srsti v kombinaci se srsti kadetavou (obr.
36) lze tici, Ze spektra jorkSirského teriéra, jehoz srst je hedvabna, a proto se lisi od téchto
analyzovanych plemen svou srsti, jsou odliSna od spekter border kolie, boxera, némeckého
ovcaka a stiedoasijského pasteveckého psa, coz je pravdépodobné zpiisobeno praveé odliSnou
srsti. JezevCik hrubosrsty je rozliSitelny od stfedoasijského pasteveckého psa. Pudla,
ktery se od ostatnich plemen také lisi srsti, kterda je kadefava, slozena ze spiralovité
stocenych pesikil a bez pfitomnosti podsady, 1ze odliSit pouze od border kolie, a to 1 pfes to,
ze mé srst rozdilnou i1 od zbylych plemen. Z divodu mozného oddéleni, které plyne
z vyhodnoceni naobrazku 36, bylo provedeno vyhodnoceni rozliSeni pudla

a stiedoasijského pasteveckého psa (obrazek 37).

1x10*

5x10°

-5x10°

~1x10*

_2x10* ~1x10* 0 1x10* 2% 10°1x 10

Obr. 36. Rozliseni psich plemen s hrubou srsti v kombinaci s plemeny se srsti kaderavou a
hedvabnou — , , , jorksirsky teriér, nemecky ovcak, pud|

a stiedoasijsky pastevecky pes.

Vyhodnoceni mezi pudlem a stfedoasijskym pasteveckym psem ukazalo, ze spektra té€chto
plemen jsou v malé¢ mife odlisnd, proto se jejich bodové shluky po vyhodnoceni pomoci

PCA od sebe podatilo separovat a tyto plemena je tedy mozné mezi sebou rozlisit (obr. 37).
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. . zliseni zi pudlem a stredoasiys \'\,f"/ll asievec \'12171 sem.
Obr. 37. Rozliseni me dl tredoasijskym pasteveckym |

V tabulce 2 je zobrazeno shrnuti rozliSitelnosti zkoumanych plemen mezi sebou. Z této
tabulky vyplyva, ze jako nejvice odliSitelné plemeno se jevi chrt dlouhosrsty (odlisitelny
od 11 ostatnich plemen), po ném nasleduje jorkSirsky teriér (rozliSitelny vic¢i 10 jinym
plementim) a zlaty retrivr (odliSitelny od sedmi plemen). Naopak nejhite odliSitelny je
hrubosrsty jezevcik (jedno plemeno), boxer stejné jako kratkosrsty chrt, dlouhosrsty jezeveik

a stafordSirsky bulteriér (dvé plemena).
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Tab. 2. Rozliseni jednotlivych plemen mezi sebou. ¥ — znaci nemoznost rozliseni danych

plemen, v"— znadi rozliseni mezi danymi plemeny.
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4.2 Vyhodnoceni dat pomoci mMass

Vzhledem k tomu, ze se néktera MALDI-TOF spektra zastupct stejného plemene pfi jejich
vyhodnoceni pomoci PCA odliSovala, byla provedena Gprava postupu analyzy, pti které byly
chlupy pfed stépenim ocistény ethanolem. A ndsledné analyzovany stejnym postupem, ktery
je popsan v podkapitole 3.5 a podkapitole 3.6. Z tohoto divodu byla spektra dale
vyhodnocena pomoci programu mMass, umoziujici zobrazeni spekter. Vysledna spektra

vzdy dvou vzorkili nékterych analyzovanych psich plemen jsou uvedena na obrazcich nize.

Na obrazku 38 jsou zobrazena hmotnostni spektra srsti pochdzejici z ¢ivavy, jedinci byli
stafi dva a pul roku, tii roky a sedm let. I pfes to, ze se intenzity pikt li$i u rizné starych

jedincti, poloha piki je stejna, coz svédc¢i o podobnosti srsti zkoumanych jedinct.

ali

26aN.mzXML spectrum (Offset Y25000) ¢
26bN_mzXML spectrum (Offset Y35000) #

* o000

e b
| LLJ_L__LAAL.JLL;A—L._L_U___&

2.5 roku

2.5 roku

L N { hea LL.LA,A, N T, DU T W S 7 let

L ! L A lL .'L | LI. ok | . . | S . T let

T T T
950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500 1850

miz

Obr. 38. Hmotnostni spektrum dvou vybranych analyzovanych vzorkii srsti civavy riizného

veku.

Hmotnostni spektra srsti chrta kratkosrstého, kterd jsou zobrazena na obrazku 39, vykazuji
riznou intenzitu pritomnych peptidii, nicméné poloha piki je az na vyjimky stejna u vSech
ttech zastupci tohoto plemena. OdliSnost je viditelnd u dvou starSich zastupct, jejichz vek,
jak je zapsano v tabulce 1, ¢inil 12 a 14 let. U téchto zastupcl neni zfejma piitomnost danych
peptidl, nepiitomnost peptidil je v grafu oznacena ¢ervenym obdélnikem.
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Obr. 39. Hmotnostni spektrum srsti dvou vybranych analyzovanych vzorkii srsti chrta

kratkosrstého rizného veku.

S vékem dochazi ke kiehnuti chlupl, dochazi tedy také k ubytku keratinl, proteinti
obsazenych v srsti (Evans a Lahunta, 2013). Tento Ubytek je moZny povazovat za pfic¢inu
vzniku odliSnych spekter ziskanych ze srsti jedincii stejného plemene, ktefi ale jiz byli
vyssiho veéku, a to Ctyfi roky, 12 a 14 let. Kvalita srsti je ovlivnéna také vnéjSimi faktory.
Srst se také 1isi v disledku stravy, kdy nedostatek nékterych latek mtize vést prave k poklesu
tvorby keratin. Proteiny pfedstavuji piiblizné 95 % struktury srsti pst. Je uvadéno,
ze 25 az 30 % denniho piijmu proteintl je pouzito k obnove pokoZzky a srsti, a jakykoli jejich
deficit ma za nasledek zjevné ucinky na srst, a to naptiklad zmenSeni primeéru chlupu,
velikost cibule ¢i kiehnuti chlupu. Vysoka hladina bilkovin ve stravé zajistuje vysoky piijem
aminokyselin obsahujicich siru, které jsou nezbytné pro spravnou regeneraci bunék srsti
(West, 2018). Strukturu chlupu mtize také ovlivnit stres ¢i onemocnéni, mezi které nejcasteji

patii hormonalni nerovnovaha, poruchy traveni aj.
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Jak je patrné z grafu na obrazku 40, hmotnostni spektra peptidd pritomnych v srsti mopse
jsou u vsech zastupcti tohoto plemena podobna, coz muze byt zpisobeno také veékem
jedinct, ktery neni tak rozdilny jako v pfipad¢ chrta kratkosrstého (obr. 39). VEk jedinct
¢inil tfi roky, sedm a osm let. Spektra jedincii zastupujici toto plemeno jsou si podobna,

coz muze byt také disledek toho, Ze vék ani u jednoho zastupce neptesahl deset let.
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Obr. 40. Hmotnostni spektrum srsti dvou vybranych analyzovanych vzorkii srsti mopse

riizneho véku.
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4.3 Vyhodnoceni dat pomoci linearni diskrimina¢ni analyzy

Data pochazejici z LC-MS/MS byla vyhodnocena pomoci PCA a linedrni diskrimina¢ni
analyzy (LDA), vysledky jsou uvedeny v grafech niZe.

Na obrazku 41 je zobrazen graf zahrnujici vysledky rozliSeni srsti vS§ech analyzovanych
psich plemen vcetné vlka. Vysledky ukazuji, Ze ani pomoci kapalinové chromatografie
LC-MS/MS spolu s PCA a LDA nedoslo k rozliSeni jednotlivych psich plemen, zaroven
nebyla prokazana ani odliSnost vlka od ostatnich psich plemen. Spektra jednotlivych chlupii
se piekryvaji, coz je zplisobeno podobnym proteinovym slozeni u psi srsti, kviili tomu nelze

pomoci této metody jednotliva psi plemena prostfednictvim chlupii od sebe rozlisit.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vzhledem k tomu, ze s vékem dochdzi ke zméné ve struktuie
chlupti (Evans a Lahunta, 2013), je mozZné, ze tyto zmény zptisobuji odliSnosti ve spektrech
a znemoziuji rozpozndni jednotlivych psich plemen, proto doslo také k porovnani srsti
jedinct na zakladé¢ rozdilného véku. Vysledky tohoto porovnani jsou vyobrazeny na nize

uvedeném obrazku 42.

Obr. 41. Rozlisent srsti vSech zkoumanych plemen vcetné srsti vlka — border kolie, boxer,
, , chrt dlouhosrsty, chrt kratkosrsty, Jack Russel terier, jezevcik
dlouhosrsty, , jezevcik kratkosrsty, jorksirsky teriér, , nemecky

ovcak, , , Stredoasijsky pastevecky pes, vik,
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PC1

Obr. 42. Rozliseni srsti vSech zkoumanych plemen vcetné srsti vlka na zaklade véku — border

kolie, boxer, . , chrt dlouhosrsty, chrt kratkosrsty, Jack Russel
terier, jezevcik dlouhosrsty, , jezevcik kratkosrsty, jorkSirsky teriér, ,
némecky ovcak, pudl, , Stredoasijsky pastevecky pes, vik,

Z grafu zobrazeném na obrazku 42 je patrné, Ze klastry bodl ze spekter ziskanych
z analyzovanych srsti rizné starych jedinclh se prekryvaji, proto neni moZné od sebe

jednotliva plemena rozeznat ani na zaklad¢ odliSnym véka jedinct.

V tabulce 3 jsou vypsany hlavni identifikované proteiny, které se v psi srsti vyskytuji.
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Tab. 3. Prehled nejcastéji identifikovanych proteinii vyskytujici se v psi srsti. Sedé oznacené

proteiny s dohledanou souvislosti se psi srsti jsou popsany nize.

POCET
PROTEIN UNIKATNICH

PEPTIDU
JIPETS CANLF Desmoplakin 98
keratin, type II cytoskeletal 1b, keratin 1 24
junction plakoglobin isoform X1 o)
ANXA2 CANLF Annexin A2 19
plakophilin-1 19
desmocollin-2 isoform X4 18
keratin, type II cuticular Hb4 E2R489 CANLF’; Keratin 84 16
keratin, type I cytoskeletal 16 13
K22E CANLF Keratin, type II cytoskeletal 2 epidermal 13
AO0ASF4CI1A4 _CANLF Cysteinylglycine-S-conjugate dipeptidase 12
serpin BS isoform X2 12
F6XRY2 CANLF Eukaryotic translation elongation factor 2 12
keratin, type II cytoskeletal 72 12
ethylmalonyl-CoA decarboxylase isoform X3 12
FIPQ93 CANLF Stratifin 11
keratin, type II cytoskeletal 74 11
heat shock protein beta-1 10
E2QW85_CANLF Elongation factor 1-alpha 10
AOASF4CDP1_CANLF Periplakin 10
E2R170 CANLF TF rod domain-containing protein, keratin 27 10
trichohyalin 1soform X5 10

Ve vysSe uvedené tabulce 3 jsou vypsany proteiny s klesajicim pofadim unikatnich proteind,
u nékterych proteind byla dohledana pfima souvislost s vyskytem v psi srsti, tyto proteiny
jsou v tabulce vyznaceny, u nékterych proteint ale pfiméa souvislost se srsti nalezena nebyla.
Annexin A2 je protein, ktery se vyskytuje u psi, stejné jako u €loveka, v dermalni papile,

ta je hlavni slozkou vlast signalizujici folikularni buiiky k prodlouZeni riistu vlast. Jedna
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se o protein, ktery je regulovan vapnikem, afinita k vépniku je zvySena aniontovymi

fosfolipidy.

Ve vlasovych folikulech se dale nachazi heat shock protein beta-1, ktery pravdépodobné
udrzuje denaturované proteiny ve slozeném stavu a ma diilezitou roli v odolnosti proti stresu
a také pfi organizaci aktind. Heat shock protein beta-1 funguje jako molekularni chaperon,
ten prostfednictvim své aktivity muze regulovat biologické procesy jako napiiklad

fosforylaci.

Soucasti psich chlupl jsou keratiny riiznych typt, keratin cytoskeletalniho typu je dilezity
pfi vytvareni epidermalnich bariér na kazi, pfikladem je keratin KRT1, ktery muze
regulovat aktivitu kindz. Stejné tak se ve vlasovém folikulu vyskytuje keratin typu II —
keratin cytoskeletal 2 epidermal, ktery souvisi s aktivaci a keratinizaci keratinocyt, dale
hraje dilezitou roli pfi vytvafeni epidermalni bariéry, KRT72 je, stejn¢ jako KRT74,
specifickou slozku keratinovych intermediarnich vldken ve vlasovém folikulu, jenz ma
dalezitou roli pii tvorbé vlasi, ¢i KRT84 podilejici se na regulaci diferenciace keratinocyti.
Keratin typu I — KRT16, ktery ptsobi jako reguldtor vrozené imunity v reakci na poruseni
kozni bariéry, se vyskytuje v kiizi. KRT27 se podili na aktivité strukturnich molekul

a morfogenezi vlasovych folikuli.

Junction plakoglobin isoform X1, dal§i protein pfitomny v chlupech psi, je protein
regulujici bunéénou adhezi, poskytuje spojeni mezi klasickymi a desmosomalnimi
kadheriny, jejich exprese vede ke zpomaleni ristu chlupi. Ve vlasovém folikulu byl

také nalezen serpin, ktery je dulezity pro zrani kolagenu.

Dalsim proteinem soucasti vlasovych folikuli je ethylmalonyl-CoA dekarboxyliaza
isoforma X3, ktery se ucastni aktivity enoyl-CoA hydratazy a také P-oxidace mastnych
kyselin. Déle se v srsti psi vyskytuje protein periplakin, ktery najdeme také u clovéka,
tento protein je antigenem k onemocnéni nazyvaném pemfigus zplisobujici ztratu kohezivity

keranocytl a tvorbu intraepidermalnich puchyii na kazi.

Mezi protein, u kterého nebyla dohedana ptfima souvislost se srsti, je napiiklad elongation
factor 1-alpha, jednd se o protein podporujici vazbu aminoacyl-tRNA na ribozém béhem
biosyntézy proteinu. Plakophilin je protein s funkci kadherinové vazby nachazejici
se prevazné v diferencovanych vrstvach pokozky. Cysteinylglycine-S-conjugate dipeptidase

se vyznaCuje katalytickou aktivitou. Desmocolin je protein nachdzejici se primarné
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v epitelovych buiikach dulezty pro bunécnou adhezi. V epitelidlnich buiikach se nachazi také

stratifin. Eukaryotic translation factor 2 je zakladnim faktorem pro syntézu proteind.
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5 ZAVER
Cilem mé prace bylo zjisténi, zda je mozné od sebe rozpoznat jednotliva plemena psi
a zaroven psu od vlka prostfednictvim jejich chlupti za vyuziti hmotnostni spektrometrie

MALDI-TOF a kapalinové chromatografie s hmotnostné spektrometrickou detekci

LC-MS/MS.

Keratiny obsazené v psi srsti byly rozstépeny pomoci enzymu (trypsinu) na mensi fragmenty
— peptidy, které byly nasledn¢ méfeny za pomoci vyse uvedenych metod, jejichz vysledky
byly zpracoviany a porovnany pomoci analyzy hlavnich komponent (PCA) a linearni

diskriminac¢ni analyzy (LDA).

Z méfeni a analyzy vzorkil chlupt vlka a jednotlivych plemen psii bylo zjiSténo, ze neni
mozné od sebe rozlisit vybrané druhy psich plemen od vlka. Zarovei jednotliva psi plemena,
respektive nastépené proteiny z jejich srsti, vytvarela spektra, kterd obsahovala podobné
rozmisténi i intenzitu pikd, coz vypovida o jejich podobném proteinovém slozeni. Nicméné
1 pfes velkou podobnost sloZeni proteinli vSech psich plemen, bylo na zdklad€ rozdé€leni
plemen do riznych kategorii dle danych vlastnosti zjisténo, ze nékterd psi plemena je mozné
od sebe rozeznat. Mezi takova plemena patii naptiklad stfedoasijsky pastevecky pes, kterého
1ze odlisit od jorkSirského teriéra ¢i pudla, nebo zlaty retrivr odliSitelny od border kolie,
ta se 1i81 také od chrta dlouhosrstého. I pies to, Ze se n¢ktera psi plemena od sebe odliSovala,

nepodafilo se najit pravidlo na zékladé¢ kterého by doslo k rozliSeni danych psich plemen.

NemozZnost od sebe rozlisit jednotliva psi plemena vcetné vlka byla prokazéana také analyzou
pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostnim spektrometrii LC-MS/MS.
Pomoci této analyzy bylo zaroven zji§téno, Ze neni mozné rozlisit psi plemena na zakladé

odlisného veéku zkoumanych jedinct, a to ani riizné staré jedince v rdmeci stejného plemena.

I pies to, ze bylo prokédzana moznost odliSit od sebe nektera psi plemena, poznatky v této
praci vSak vedou spiSe ke zjisténi, Ze neni mozné jednotliva psi plemena od sebe protemicky

rozlisit.
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