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1. Uvod

Pritokova cytometrie je moderni instrumentidlni metoda umoznujici simultanni
analyzu fyzikdlnich a chemickych vlastnosti bun¢k ¢i jinych biologickych
i nebiologickych Castic béhem jejich prichodu svételnym paprskem. Jedna se o velmi
presnou a reprodukovatelnou metodu, s jejiz pomoci je navic mozné provadét méteni
velkého mnozstvi objektd ve velmi kratkém casovém useku. Pro tyto své prednosti je
Vv soucasné dob¢ pouzivana v zakladnim i aplikovaném vyzkumu celé fady biologickych
obord. Vyjimkou neni ani rybarska biologie, v niZ je prutokova cytometrie nejcastéji
vyuzivana k analyze obsahu DNA nativnich rybich bunék.

Realizovat cytometrickou analyzu neprodlené po odbéru biologického materialu,
kdy jsou buiiky v nativnim stavu nejvhodnéj$im pro uskuteCnéni méfeni jejich
parametrt, vSak nemusi byt vZdy mozné. Komplikace mohou nastat pii ziskavani
vzorkil z jedinct, ktefi se nachazeji v chovu nebo byli naloveni ¢i nasbirdni v lokalité
znacné vzdalené od laboratofe, a odebrany biologicky materidl tak neni mozné podrobit
okamzité analyze na pritokovém cytometru. V bézné praxi navic nejsou vyjimecné ani
situace, kdy je zapottebi zpracovat velké mnozstvi vzorkli ve stejny Cas, ackoliv neni
jejich okamzitd a rychla analyza zajistujici praci s zivymi bunkami zrovna z raznych
davodii mozna. V téchto piipadech je opodstatnéné prodlouzit uchovatelnost rybich
vzorkll, ¢ehoz lze docilit jejich fixaci. Béhem té se bunky a tkané stavaji odolné vici
autolyze zptsobené vlastnimi hydrolytickymi enzymy, ¢i naruseni struktury
kontaminujicimi mikroorganismy.

Fixaci rybich vzorkii pro naslednou kvantifikaci obsahu DNA pratokovou
cytometrii se doposud zabyvala cela fada autort, ktefi ve svych pracich pro tento ucel
piedstavili hned n€kolik efektivnich metod. Nanestésti je pro vétSinu z nich typicka
vysoka cCasovd naro¢nost na ptipravu vzorki, potieba specidlnitho vybaveni a dalsi
vlastnosti, které komplikuji nebo znemoznuji jejich aplikaci v terénnich nebo
provoznich podminkéach. Jako dal§i uskali existujicich protokolii se mize jevit
skutecnost, ze byly Casto navrhovany pro jediny typ rybich tkani nebo bunék, lze tedy
jen tézko odhadovat, do jaké miry jsou uplatnitelné pro jiné typy vzorku.

Cilem této prace je zhodnotit moZnost vyuZziti riznych biologickych fixativ
k prodlouzeni uchovatelnosti riznych vzorkd rybich bunék a tkani pro pozdé&jsi méfeni

obsahu DNA priitokovou cytometrii. Pfi vybéru fixa¢nich metod byl kladen zvySeny



diiraz na jejich ¢asovou nendrocnost a snadnou proveditelnost v praxi, naptiklad pti
vyjezdu k chovateli nebo v terénu, bez moznosti okamzitého ptistupu do laboratote.
Teoretickd ¢ast prace se zabyva obecnymi zéklady pritokové cytometrie a blize
specifikuje uplatnéni této metody pii analyze vzorkii pochazejicich z ryb. Dale
seznamuje ¢tenafe se zdsadami fixace biologickych vzorki a ptinasi prehled zakladnich
fixativ i metod pouzivanych pii fyzikalni fixaci. Rovnéz shrnuje dostupné informace
0 fixaci vzorkid za i¢elem méfeni obsahu DNA priutokovou cytometrii a zvlastni diraz
klade na publikované skute€nosti ohledné fixace rybich bunék a tkani. Experimentalni
¢ast prace prindsi vysledky testovani 13 navrZzenych fixa¢nich metod, které byly pouZzity
pro prodlouzeni uchovatelnosti riznych typt vzorkii pochézejicich ze zastupct
chrupav¢itych a kostnatych ryb (jesetera malého a lina obecného) za ucelem analyzy
obsahu DNA pratokovou cytometrii. Na zdkladé vyhodnoceni efektivity testovanych
metod navrhuje postupy fixace vhodné pro jednotlivé typy vzorki kazdého modelového

rybiho druhu.
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2. Literarni prehled

2.1. Obecny zaklad prutokové cytometrie

2.1.1. Principy metody

Cytometrie je proces, pii némz jsou méteny geometrické, fyzikalni a/nebo chemické
charakteristiky jednotlivych bunék nebo i jinych biologickych a nebiologickych ¢astic
priblizné stejného velikostniho rozsahu (Shapiro, 2003). Obecné se rozliSuje obrazova
cytometrie a prutokova cytometric (Motherby a kol., 2002). Princip obrazové
cytometrie je zaloZen na kombinaci optického mikroskopu a elektroniky pouzivané
k zobrazovani a zpracovavani vysledkti pozorovani namisto prostého lidského vnimani.
Svétlo je prevadéno na elektronicky signdl a v zavislosti na jeho intenzité na pixely,
jejichz analyza je podstatou moderni obrazové cytometrie (Mayall, 1988). Jednou
Z metod obrazové cytometrie je denzitometrie, jejimz zakladem je stechiometrické
obarveni vzorku a néslednd svételnd mikroskopie za soucasného pocitacového méfeni
optické hustoty obarvenych bunék (Hardie a kol., 2002). V piipadé¢ prutokové
cytometrie probihaji méfeni béhem prichodu bun€k v unaSecim médiu meficim
aparatem — prutokovym cytometrem (Shapiro, 2003), uskuteciiuji se tedy v pohybu
(Suda, 2005). Ackoliv mohou byt méteni teoreticky provadéna rGznymi zpusoby,
V praxi je termin pritokova cytometrie nejCastéji spjat s pouzitim ptistrojii, jez métené
buniky vystavuji svétlu o definované vinové délce a nasledné¢ zaznamenavaji bunkami
vyzatovanou fluorescenci a jimi rozptylené svétlo (Ormerod, 1994). Pied vlastnim
méfenim je tedy stejné jako v pfipadé denzitometrické aplikace obrazové cytometrie
nezbytné navazani fluorescencniho barviva na dvousroubovici DNA studovaného
objektu, které je soucasti piipravy vzorku (Suda, 2005).

Suspenze jednotlivych bunék mize byt obarvena jednim nebo nékolika
fluorescen¢nimi barvivy (Weaver a Stetler—Stevenson, 2008), pfi¢emz musi byt
zachovana podminka, Ze se zvolend latka vaZze specificky (nebarvi jiné organely)
a kvantitativné (mnozstvi navazaného fluorochromu je pfimo imérné mnozstvi DNA)
(Suda, 2005). V pritokovém cytometru jsou buniky laminarnim proudénim unaseciho
média sefazeny do jedné fady a prochdzeji jednim nebo vice svételnymi paprsky, jez
excituji fluorescencni barviva. Svétlo emitované z téchto barviv je nasledné sbirano,
rozdélovano a méteno a vyslednd data odesilana do pocitace tidiciho ptistroj (Weaver

a Stetler—Stevenson, 2008). M¢teni kazdé jednotlivé ¢astice v pohybujici se suspenzi je
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provadéno jednotlivé, vysledek tedy neni jen primérnou hodnotou celé populace

(Ormerod, 2000).

2.1.2. Vyhody a nevyhody metody

Jednou z hlavnich ptednosti metody je moznost provadét méfeni velkého mnozstvi
bunék ve velmi kratkém casovém useku, coz umoziuje ziskat robustni soubor dat pro
statistické zpracovani, ktery dobie reprezentuje celou bunéénou populaci (Radbruch,
2000). Pritokova cytometrie umozije analyzu nékolika parametrti u desetitisici bun¢k
beéhem pouhych par minut (Ormerod, 1994), coz ji z pohledu statistiky zvyhodnuje
oproti cytometrii obrazové, pfi niZ jsou méefeny obvykle jen stovky bunék za vyssi
casové 1 manualni narocnosti (Kaern, 1992). Motherby a kol. (2002) uvadi jako ptiklad
analyzu vzorku bézné velikosti okolo 300 buné€k, jeZ zabere okolo 30 minut. B€hem
jednoho dne je tak s pomoci pritokové varianty mozno studovat desitky az stovky
vzorki, tato skuteCnost ji z praktického hlediska favorizuje ve srovnani s jinymi
postupy. Ze zkoumanych objektli navic postaci zpravidla odebrat vzorek nepatrné
velikosti, coz €ini z pritokové cytometrie velmi ohleduplnou a neinvazivni metodu
(Suda, 2005), pokud neuvazujeme o analyze embryi nebo vykulené¢ho plidku, u nichz
byvéa odbér vzorku letdlni. Problém milize nastat hlavné v piipadé extrémné malych
vzorkli o nizkém poctu bunék, kdy je vhodné upiednostnit obrazovou analyzu (Koss
a kol., 1989). Dalsi nespornou vyhodou prutokové cytometrie je moznost jejiho vyuziti
pro rychlou separaci jednotlivych ¢astic nebo bun¢k ze smiSenych populaci, nazyvanou
bunééné tridéni. Kazda buinika je pfi ném na zéklad¢ definovanych vlastnosti fyzicky
umisténa do urcité kyvety pro pozdéjsi analyzu, kultivaci nebo chemickou dekompozici
(Robinson a Grégori, 2007).

I prutokova cytometrie ma vSak samoziejmé sva uskali, a hlavnim z nich je
predev§im nemoznost vidét individudlné métené buiiky. To miize za urcitych okolnosti
vést k prehlédnuti malo pocetnych bunéénych (sub)populaci, které mohou byt pro
vysledek analyzy rozhodujici (Del Campo a kol., 1989), jez ptistroj sice detekoval, ale
ve vysledném histogramu byl jejich pik snizen k nebo pod hranici Sumu diky piku
jinych bun¢k o mnohonédsobné vyssi pocetnosti. Z tohoto hlediska je vyhodnéjsi vyuziti
obrazové cytometrie, pfi nizZ operator individualni buiky pfimo pozoruje a mize brat
Vv potaz jejich morfologické charakteristiky a odliSnosti, a rovnéZ se snadno vyhnout

analyze bunéénych shlukii nebo dublet (Kaern, 1992), coz je velkou ptednosti
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I navzdory faktu, ze je vysledek do ur¢ité miry ovlivnén ptitomnosti biasu (Del Campo
a kol., 1989). Obrazové analyze je mozno podrobit i bézné jiz existujici cytologické
preparaty (Motherby a kol.,, 2002), zatimco pro meétfeni pratokovou cytometrii je
nezbytné pripravit specialni suspenzi bun¢k obsahujici minimum shlukl a necistot, pfti
¢emz navic dochazi k naruSeni architektury z bunék slozené tkané a ztraté informaci
0 jejich prostorovém uspotfadani (Ormerod, 2008). Opétovné preméieni vzorku
s Casovym odstupem pak v pfipadé pratokové varianty nepiichazi v uvahu, jelikoz
buiiky po zméfeni ihned putuji do odpadu na rozdil od varianty obrazové (Shapiro,
2003).

Zavérem lze dodat, Zze ptfipadnd simultanni aplikace obou cytometrickych metod
(prutokové 1 obrazové cytometric) mize vyznamné prispét ke zvySeni citlivosti
a specificnosti analyzy, jelikoZ je pfi ni mozné vyuzit pfednosti kazdé ze zmiiovanych

variant (Kaern, 1992).

2.1.3. Vyuziti

Priitokova cytometrie je moderni a perspektivni metodou, kterd nasla svoje
uplatnéni v zakladnim 1 aplikovaném vyzkumu mnoha biologickych obort (Suda,
2005). Nejveétsi nartst zaznamenala na poli klinickych studii. Priitokové cytometry jsou
v soucasné dob¢é pouzivany pro rutinni méfeni v imunologii, hematologii i patologii
(Ormerod, 1994). Celkovy rozsah aplikaci je zna¢né Siroky a zahrnuje napiiklad
stanoveni obsahu jaderné DNA, urceni ploidie, analyzu bunééného cyklu, studium
genové exprese, pocitani a urceni typu krevnich bunck, detekci a charakterizaci
mikroorganismli, tifidéni pozadovanych castic (Suda, 2005), méfeni aktivity
intracelularnich enzymt nebo pH (Ormerod, 1994), membranového potencialu (Carter
a Ormerod, 2000), stanoveni proliferativnich zmén bunky nebo méfeni iontovych toki
korelujicich s fyziolologii bunc¢k (Radbruch, 2000). RovnéZz je mozZno provadét
simultanni méteni hned nékolika parametri (Ormerod, 1994). Ormerod (1994) uvadi, Ze
rozsah aplikaci pritokové cytometrie je limitovan pouze dostupnosti fluorescencnich
barviv a fantasii osoby, jez ptistroj obsluhuje.

Cytometrické analyze je navic moZzno podrobit Sirokou Skélu biologickych objektt
(fazenych dle klesajici velikosti) od bunék mnohobunéénych organismi (napiiklad
embryi octomilky Drosophila nebo dospélci had’atka obecného Caenorhabditis

elegans), pres bunécéné shluky (napiiklad pankreatické ostrivky nebo nadorové
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sféroidy), eukaryotické buniky (vcetné fas, plisni, kvasinek (Hutter a Eipel, 1978) nebo
naptiklad drobného planktonu (Li a Dickie, 2001)), bunééné organely (napiiklad
mitochondrie), bakterie, liposomy, viry a imunitni komplexy, az po jednoduché
molekuly proteinti, nukleovych kyselin a organickych barviv. Cytometry mohou byt
vsak rovnéz pouzity i pro citlivé chemické analyzy zahrnujici vazby vhodné barvenych

ligandii na pevné substraty nebo ¢astice (Shapiro, 2003).

2.1.4. Instrumentace
Mezi zékladni komponenty pratokového cytometru patii fluidni, opticky

a elektronicky systém (Pekarc¢ikova a kol., 2014).

2.1.4.1. Fluidni systém

Pomoci fludiky je zajiStovan transport ¢astic uvnitf pritokového cytometru (Givan,
2004). Zde je zapotiebi vytvofit tenky proud bunétné suspenze, v némz se buiky
pohybuji za sebou jako koralky na niti a nedochézi k priichodu dvou nebo vice bunék
soucasné, ¢ehoz je dosazeno vstiikovanim obarvenych bunék ptes maly otvor (trysku)
(Hrusak, 2011) do unaseci kapaliny tvofené destilovanou vodou nebo slabym roztokem
soli (Suda, 2005). Idealni pozice jednotlivych ¢astic vii¢i senzorim je pak docileno
pomoci hydrodynamické infokusace (Givan, 2004). Jejim principem je piivadéni
suspenze castic tenkou kapilarou do tzv. prutokové komtrky (jadra pratokového
cytometru) o relativné velkém priméru, jiz proudi unaSeci kapalina. Ta do komirky
ptichazi pod vétSim tlakem nez suspenze cCastic, které jsou tak soustiedény do uzké
centralni ¢asti proudu. Zrychleni vznikajici pii vystupu paprsku kapaliny z komirky
nuti Castice k usporfadanému pohybu za sebou a jejich proud prochazi ptes ohnisko

zdroje excita¢niho zafeni (Suda, 2005).

2.1.4.2. Opticky systém

Opticky systém sestava z excitacni Casti a Casti sbérné (Pekarcikova a kol., 2014).
Zdrojem excitaéniho zafeni muze byt laser, obloukova lampa nebo LED, v soucasné
dob¢é jsou nejvice pouzivané lasery pro svou schopnost produkovat paprsek
monochromatického svétla o vysoké intenzité. Navic umoziuji zamétit paprsek do
velmi malého bodu, coZ napoméaha piesnému zacileni buné€k k zisku jejich maximalni

excitace a minimalizuje pravdépodobnost, Ze paprsek projde dvéma nebo vice bunikami
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(Ormerod, 2008). V komerénich analyzatorech je nejbéznéji vyuzivan vzduchem
chlazeny argonovy laser emitujici zafeni pti 488 nm.

Sbérna optika se skldda z objektivové soustavy Cocek, jez usmérnuji fotony
emitovaného zafeni, a zrcadel a filtrd, které rozdéluji svételné paprsky na piislusné
detektory. Interakci Castice se zafenim vznika signal, ktery je nasledné detekovan
v zévislosti na jeho intenzité (Sinkorova a Zarybnicka, 2008). Pii interakci se svétlo
rozptyli, odrazi, nebo pti urc¢ité vinové délce vyvola fluorescenci §itici se vSemi sméry
od zdroje (Novak a kol., 2008). Udaje o jednotlivych buiikach tak obsahuji dva
rozptylové parametry — rozptyl v piimém sméru (forward scatter, FSC) a bo¢ni rozptyl
pod uhlem 90° (side scatter, SSC) a dale pomérné velky pocet fluorescencnich
parametrd (Sinkorova a Zarybnicka, 2008). Uhel rozptylu svétla ve sméru toku paprsku
je rozpoznavan tzv. forward scatter detektorem, jehoZz signal odpovida velikosti
meétfenych objektl. Svétlo rozptylené pod thlem 90° vzhledem ke sméru toku paprsku je
detekovano tzv. side scatter detektorem, jehoz odezva informuje o granularité objektt.
Svétlo excitaéniho zdroje méa ve srovnani s vyvolanou fluorescenci, jeZ je detekovana
né¢kolika fluorescencnimi detektory, vzdy niz$i vlnovou délku (Walker, 1998; Novak
a kol., 2008). Boc¢ni rozptyl a flurescencni zafeni jsou pro jejich nizkou intenzitu

zesilovany fotonasobi¢i (Sinkorova a Zarybnicka, 2008).

2.1.4.3. Elektronicky systém

Pievod optického signalu na elektricky a digitalizace pro pocitatovou analyzu jsou
zabezpeCovany elektronickym systémem (Pekarcikova a kol., 2014). Béznym prvotnim
vystupem dat experimentu byva datovy soubor, napi. FCS, ktery obsahuje souhrn
méfenych parametrt (napf. intensit fluorescence) kazdé jednotlivé udalosti (napf.
buiiky) (Seamer a kol., 1997). Namétené parametry se v pocitaci ve form¢ matic
uchovévaji pro hleddni libovolnych vztahli mezi nimi (Hrusdk, 2011). Pomoci
pocitacového softwaru jsou signaly ziskané z optiky zobrazovany uZzivateli, k cemuz se

pouzivaji rizné grafické zaznamy.

2.1.5. Interpretace vysledkit méreni
Vynesenim intenzity signdlu na osu x a mnozstvi bunék na osu y vznika
nejjednodussi zobrazeni — jednoparametrovy histogram (Sinkorova a Zarybnicka,

2008). To mizZe uzivatele pfistroje informovat napiiklad o tom, kolik bunék je
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pozitivnich pro dany parametr, nebo jaké fluorescence dosahuje urcitd subpopulace
bunék a umoznuje rovnéz zjisténi zdkladnich statistickych dat (Cetnost, primérna
intenzita fluorescence, jeji medidn, modus, standardni odchylka, geometricky primér
apod.) (Hrusak, 2011). Castéji pouzivanym zobrazenim jsou histogramy
dvouparametrové, které zobrazuji intenzitu jednoho signdlu na ose x a signalu druhého
na ose y. V tomto ptipadé je kazdé jednotliva udalost vykreslena jako tecka a mnozstvi
castic je tedy urcovano hustotou bodi (v tzv. dot—plot histogramu) nebo hustotou car
(tzv. contour—plot histogram) (Sinkorova a Zarybnicka, 2008). Jinou moznosti
interpretace dat je isometricky graf pouzivajici osu Z k vizualizaci frekvence
proménlivych udalosti, ktery disponuje moZnosti libovolného otaCeni a zobrazeni
Z riznych thlt (Ormerod, 2000).

Bézné prutokové cytometry umoziuji zachytit 6 — 12 parametri proméfované
castice (Achilles a kol., 2004), je tedy jasné, ze je obtizné zobrazit vSechny soucasn¢.
Pro zisk kompletni informace z méfeni se nabizi metoda ohrani¢eni polohy, pfi niz jsou
nejprve zobrazena data podle jednoho nebo dvou parametrii a nasledné ohranicenim
definovany regiony k vybéru urcitych bunécnych populaci, pro néz jsou vizualizovany
dalsi parametry (Ormerod, 1994).

Mezi klicové parametry cytometrické analyzy patii jeji presnost, popisujici do jaké
miry vede méfeni identickych Castic k zisku identickych vysledkii (Shapiro, 2003).
V piipad¢ idealniho méfeni by méla byt fluorescence vSech analyzovanych jader ve
stejné rastové fazi zcela shodna, v praxi vSak bézné¢ dochazi k ur¢itému rozptylu hodnot,
zpusobenému naptiklad rozdilnou barvitelnosti castic, ne zcela identickymi
podminkami ¢i pfistrojovou chybou (Suda, 2005). Rozptyl distribuce je bézné
popisovan variacnim koeficientem, tzv. CV, ktery v procentech odpovida podilu
smérodatné odchylky (SD) a primérné pozice piku vynasobenému stem (Ormerod,
1994). Cim je stanovena hodnota koeficientu niz§i, tim presn&jsi dané méfeni je. Ve
vétsin¢ piipadli jsou CV pod 5 % brana jako pfijatelnd, pii analyzach DNA jsou
vhodnéjsi CV pod 3 % (Shapiro, 2003). Pfi posuzovani CV je vSak nutné ptihlizet
rovnéz ke konkrétnimu studovanému materidlu a fluorescenénimu barvivu, jez bylo
pouzito (Suda, 2005). Suda (2005) uvadi, Ze pfi nejlepSich métenich, jez byla
Vv literatufe prezentovana, dosahovala CV slabé pies 0,5 % a hodnoty okolo 1 %
V soucasnosti nebyvaji pti peclivé ptipravé vzorkid a spravném sefizeni piistroje ni¢im

ojedinélym.
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2.2. Pritokova cytometrie u ryb

2.2.1. Vyuziti

Jednou z frekventovanych aplikaci metody pritokové cytometrie u ryb je stanoveni
ploidni urovné kvantifikaci relativniho obsahu DNA (Thorgaard a kol., 1982; Benfey
a kol., 1986; Vinogradov, 1998; Ciudad a kol., 2002). Metoda umoziuje stanovovat
ploidni urovné ryb ve srovnani se standardem o zndmé ploidni urovni (poctu
chromozémil) a od 80. let 20. stoleti je celosvétové pouzivana k hodnoceni uspésnosti
chromozomovych manipulaci i studiim diploidn¢ — polyploidnich komplexi (Rab
a kol., 2007). Vyskyt polyploidie neni u vysSich obratlovcli bézny, u ryb k nému vSak
Vv pribéhu jejich vyvoje a diversifikace opakované dochazelo (Leggatt a Iwama, 2003).

Snadnost, s jakou lze u ryb polyploidni stavy experimentalné vyvolat a s tuspéchem
vyuzivat v akvakultufe, jen utvrzuje o vyznamu tohoto biologického jevu, souvisejiciho
s evolucni plasticitou rybich genomi (FlajShans a kol., 2013). Pro determinaci ploidni
urovné ryb lze obecné pouzit celou fadu rtiznych metod, které je mozné klasifikovat
jako pfimé a neptimé (FlajShans, 2006). Piimé metody maji svlij zdklad v urCovani
poctu chromozomi nebo mnozstvi DNA a kromé metod zalozenych na kvantifikaci
obsahu DNA ve specificky barvenych bunécnych jadrech (pritokovd cytometrie,
spektrofluorometrie nebo mikrodenzitometrie) zahrnuji i stanovovani karyotypu
a kvantifikaci obarvenych jadérek v bunkach. Principy nepfimych metod jsou
stanovovani velikosti bun¢k a bunécnych jader pomoci klasickych hematologickych
postuptl, stanovovani velikosti bun¢k Coulterovou metodou na zakladé¢ impedance,
méfeni bunéénych a jadernych geometrickych charakteristik nebo ptipadné rozliSeni
diploidi a polyploidi na =zakladé morfologickych odlisnosti (Flajshans, 2008).
Navzdory zna¢nému mnozstvi pfistupti vyuzivanych piiurcovani ploidni Grovné ryb
Maxime (2008) uvadi, Ze je pratokova cytometrie pro tento ucel metodou nejrychlejsi
a nejvhodnéjsi. Navic umoziuje determinovat vyskyt mosaicismu, c¢ehoz bylo
v minulosti u ryb opakované vyuzito, napiiklad u lososa nerky (Oncorhynchus nerka)
(Tanaka a kol., 2003), stiky obecné (Esox lucius) (Lin a kol., 2001) nebo Zzivorodky
trpasli¢i (Poecilia formosa) (Lamatsch a kol., 2000).

Prostfednictvim kvantifikace obsahu DNA pritokovou cytometrii je pii pouziti
vhodného fluorescencniho barviva mozné stanovovat i velikost genomu v bunécném
jadre studovaného organismu (Flajshans a kol, 2013). Ta je fundamentalni

charakteristikou kazdého jednoho druhu (Vinogradov, 1998) a velmi uzite¢nym
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parametrem taxonomickych (Ciudad a kol., 2002) i evolu¢nich studii (Gregory, 2001).
Shromazd’ovani informaci o velikosti genomu miize pomoci k porozuméni ohledné
existence a evoluce ohromného mnozstvi eukaryotickych genomu (Vinogradov, 1998).
Pritokova cytometrie vynikd mezi ostatnimi metodami pouzivanymi k determinaci
velikosti genomu, jako je napt. mikrodenzitometrickd analyza (Feulgen Densitometry,
FD) nebo denzitometrickd analyza obrazu bunc¢k obarvenych Feulgenovou reakci
(Feulgen Image Analysis Densitometry, FIAD) (Filipiak a kol., 2012) svou rychlosti,
piesnosti a objektivitou zvysujici reprodukovatelnost vysledkli a v neposledni fadé take
relativni jednoduchosti, umoziujici snadnou standardizaci méticiho procesu (Jakobsen,
1983; Vindelov a kol., 1983a). Nezbytnosti je vSak pouziti standardu o znamém
haploidnim obsahu jaderné DNA, napf. erytrocyti lina obecného (Tinca tinca,
1C=1,02 pgDNAxjadro") nebo pstruha duhového (Oncorhynchus —mykiss,
1C = 2,60 pgDNAxjadro™) (Flajshans a kol., 2013).

Meéfieni relativniho obsahu DNA priitokovou cytometrii se jevi jako citlivd metoda
pro detekci poskozeni DNA zpisobeného environmentdlnimi mutageny (napiiklad
ozafenim nebo chemikaliemi) (Dallas a Evans, 1990). Jeji zaklad vychazi
z ptedpokladu, Ze bunky organismu maji za béznych okolnosti stejny obsah DNA,
Vv piipadé expozice genotoxickym latkam vSak mlze mitdéza vést ke vzniku skupin
bunék o abnormalné vysokém nebo nizkém obsahu DNA. ZvySena variabilita mezi
bunikami se poté pii méfeni na pratokovém cytometru muize projevit narastem CV
obsahu DNA bunék béhem GO/G1 fiaze bunééného cyklu (Bickham a kol., 1988).
Zménami v obsahu DNA u ryb pochazejicich z kontaminovanych lokalit se zabyvala
naptiklad prace Lingenfelsera a kol. (1997b) u okounku pstruhovych (Micropterus
salmoides) z n¢kolika lokalit Gruzie a Jizni Karoliny, nebo Lingenfelsera a kol. (1997a)
u karasti obecnych (Carassius carassius) z dvanacti rybnikt v okoli Cernobylu.

Pritokova cytometrie se déale jevi jako uzite¢ny ndstroj ke studiu imunologickych
a patologickych procestt u ryb. S jeji pomoci je mozno analyzovat subpopulace
leukocytlh v rybi krvi a bunécné imunitni funkce prostfednictvim studia cytogramil
determinujicich modifikace bunécnych poc¢tl a morfologie bunck v ptipadé onemocnéni
(Chilmonczyk a Monge, 1999). Chilmonczyk a Monge (1999) napiiklad pouzili
prutokovou cytometrii k hodnoceni bunéénych odpovédi u pstruha duhového
infikovaného proliferativnim onemocnénim ledvin (PKD) a virovou hemoragickou

septikémii (VHS), Esteban a kol. (1998) zase za pouziti pritokové cytometrie
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a elektronové mikroskopie posuzovali fagocytozu Vibrio anguillarum leukocyty motana
zlatého (Sparus aurata).

Pouziti prutokové cytometrie jako metody k pocitani krevnich bunék, kterd ma sviij
zaklad ve méfeni parametrti rozptylu v pfimém sméru, bo¢niho rozptylu a fluorescence,
naslo své uplatnéni i u ryb. Kvantifikace hlavnich typt krevnich bun¢k pomoci
pratokové cytometrie umoziuje rychlé a presné hodnoceni hematologickych zmén
(Morgan a kol., 1993), které mohou byt zavinény naptiklad onemocnénim (Lester
a Budd, 1979), expozici polutantim (Dick a Dixon, 1985) nebo environmentalnim
stresem (Pottinger a Pickering, 1992). Morgan a kol. (1993) odlisili u pstruha poto¢niho
(Salmo trutta) a pstruha duhového tfi rizné populace krevnich bunék (erytrocyty,
lymfocyty spole¢né strombocyty a neutrofily) a monitorovali jejich zmény pfi
vystaveni sledovanych ryb stresu. Inouemu a kol. (2002) se u kapra obecného (Cyprinus
carpio) podafilo odlisit pét ruznych populaci krevnich bunék (erytrocyty, smeés
lymfocytt s trombocyty, monocyty, neutrofily a bazofily) za pouziti DiOCs jako

barviva.

2.2.2. Pouzivané typy vzorku

Prutokova cytometrie je univerzalni metodou, s jejiz pomoci je mozno analyzovat
Siroké spektrum riznych tkani (Thornthwaite a kol., 1980). Je idealni pro méfeni bunék
télnich tekutin (napf. krve), v nichz jsou bunky piirozené suspendovany, hodi se vSak
i pro pevné tkang, znichz je suspenzi bunék mozno vytvoiit mechanickou a/nebo
enzymatickou disagregaci (Weaver a Stetler—Stevenson, 2008). V piipadé ryb byla
prutokova cytometrie vyuzita k méfeni krevnich bun¢k (Van Eenennaam a kol., 1996),
spermii (Linhart a kol., 2006), bun¢k z tkani rybich embryi (Lecommandeur a kol.,
1994) a plidku (Ewing a Scalet, 1991) i z tkani juvenilnich a adultnich jedinct
(Thorgaard a kol., 1982). Z pevnych tkani je pro analyzu mozné vyuzit napiiklad
ploutve (Lamatsch a kol., 2000) nebo vnitini organy (pfedevsim ledviny, srdce a jatra,
nikoliv vSak stfevo, které miZze obsahovat parazitické organismy zpusobujici
nepiesnosti v méteni) (Gold a kol., 1991). Jenkins a Thomas (2007) pro analyzu ploidie
amura ¢erného (Mylopharyngodon piceus) tispésné pouzili i vzorky z o¢nich bulv.

Pfi studiu ryb pomoci prutokové cytometrie byla v publikované literatufe doposud
nejcastéji vyuzivana jadra erytrocytu (Filipiak a kol., 2012). Jejich pouziti umoznuje

realizaci velmi presnych méteni, Filipiak a kol. (2012) naptiklad pii stanovovani
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velikosti genomu slunky obecné (Leucaspius delineatus) dosahli méfenim jader
erytrocytt primérného CV 2,0 %, zatimco v ptipadé hepatocytt 2,5 %. Krevni vzorky
lze odebirat z ocasni zily nebo ze srdce ryby a jejich srdzeni je nutné eliminovat
pouzitim heparinu (Gold a kol., 1991). Podminkou je dostate¢na velikost zkoumanych
jedinct (Lamatsch a kol., 2000), Gold a kol. (1991) napiiklad uvadi, ze krevni vzorky je
mozné ziskavat z ryb delsich nez 40 mm.

Za urcitych okolnosti je vhodngj$i provést analyzu menSich exemplafti ryb
(Lecommandeur a kol., 1994). Lamatsch a kol. (2000) naptiklad determinovali ploidii
a velikost genomu u jedinct zivorodky kiizené (Poecilia formosa), pro jejichz drobnou
délku (3 — 5 cm) by byl odbér krve zna¢né komplikovany a ryby by mohl usmrtit.
Tehdy je velmi vhodné pouziti vzorku ploutve (pfedevSim ocasni), jejiz odbér je ve
srovnani s odbérem jinych tkani velmi Setrny a ve zminovaném experimentu nezpusobil
zadné ztraty na zkoumanych jedincich ani zmény v jejich schopnosti plavat (Lamatsch
a kol., 2000). Ryby jsou navic schopny regenerovat vSechny tkané (paprsky,
mezenchymalni tkan, krevni cévy, nervy a epidermis) amputované ploutve (Petrie
a kol., 2014). Pro analyzu je pln¢ dostacujici odebrat drobny kousek okraje ploutve,
odbeér je dobie proveditelny v terénu a Ize ho samoziejmé uplatnit nejen u drobnych ryb,
ale i u ryb vétsich velikosti (Lamatsch a kol., 2000).

Pti nékterych experimentech je vyhodné provést méteni kratce po vykuleni plidku
(Lebeda a kol., 2014; Blecha a kol., 2016). Pfikladem mtze byt stanovovani tispé$nosti
indukce triploidie, kdy by se mohl béhem odchovu larev do vétsich velikosti v dusledku
ztrat zménit pomér jedinch rtiznych ploidnich urovni. Plidku je navic pti odchovu nutno
vénovat znaCnou pozornost a ani to nemiize zarucit, ze nedojde k uhynim
znemoznujicim vyhodnoceni pokusu (obzvlast u druhl s velmi variabilnim a nizkym
prezitim, napf. candata severoamerického Stizostedion vitreum). Nevyhodou této
metody je nutnost usmrceni plidku (Ewing a kol., 1991), které je mozno realizovat
napf. pfedavkovanim CO,. Buniky pro analyzu jsou ziskavany z ocasu nebo trupu
plidku nafezanim tkané skalpelem nebo rozstiihanim anatomickymi ntizkami (Lebeda

a kol., 2015).

2.3. Fixace biologickych vzorki
Termin ,,fixace byl ptivodné pouzivan na poli mikroskopie k popisu procesu,

b&hem né&hoz se burnky stanou dostate¢né odolné proti autolyze zplisobené vnittnimi
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hydrolytickymi  enzymy a/nebo rozruseni jejich struktury kontaminujicimi
mikroorganismy (Shapiro, 2003). Hlavnim cilem fixa¢nich kroku je zajistit imobilizaci
bunécnych konstituentl ve stavu, ktery je co mozna nejblizsi stavu nativnimu, a zaroven
umoznit bunikam snéset rozpoustédla a dovolit pristup aplikovanych barviv nebo Cinidel
(Gabe, 1968) a dosdhnout urcité stability materialu nezbytné pro jeho dalsi zpracovani
(Wisse a kol., 2010). I vétsina barvicich procedur v histologii a histopatologii byla
ostatné puvodné vyvinuta za pouziti fixovanych vzorkl, stejn¢ jako mnoho
histochemickych a cytochemickych procedur (Shapiro, 2003).

Fixace je jednim z nejdilezitéjSich krokt pfipravy tkan€, neni tedy divu, ze se ji
doposud zabyvala cela fada studii (Huang a Yeung, 2015). Idealni fixacni prostiedek,
s jehoz pouzitim by bylo moZzné zachovat tkan v nezménéném stavu totozném se stavem
nativnim, vSak neexistuje (Vacek, 1990). Ze samotné podstaty fixativ totiz vyplyva, ze
Vv disledku jejich plisobeni na tkan dochazi k pozménéni jejiho ptivodniho chemického
a fyzikalniho slozeni (Nowacek a Kiernan, 2010). Nelze se tedy zcela vyhnout ani
nékterym z doprovodnych jevil fixace, jakymi jsou napiiklad ztrata nebo pfemena
nékterych bunéénych komponentii, zména biologickych charakteristik komponentl
tkan¢ jako naptiklad enzymové aktivity, antigenity a dalSich biologickych funkci, nebo
rozdily v tfidimenzionalni architektufe tkani nebo bunck (Park a kol., 2016). Na druhou
stranu je si vSak mozné zvolit takovou fixacni proceduru, kterd je vyhovujici
s piihlédnutim ke konkrétnim cilim dané studie a spokojit se s tim, Ze je procedura
efektivni zrovna v téch ohledech, které jsou pro vyzkumnika kli¢ové (Hayat, 1986).

Samotny fixacni proces je ovliviiovan celou fadou raznych faktort, jakymi jsou
napiiklad pH a pfitomnost pufit, rychlost penetrace fixativa, jeho objem, teplota, pfi niz
je proces realizovan, koncentrace pouzitych latek nebo Casovy interval procesu.
Optimalni pH pro zdarny prabch fixace by mélo byt piiblizné neutralni a proti jeho
nadmérnym vykyviim do kyselé oblasti je vhodné tkan chranit pouzitim pufrt
K zajisténi potfebné pufracni kapacity (Ganjali a Ganjali, 2013). Rychlost penetrace
fixativa zalezi pfedev§im na jeho konkrétnim typu a vzristd se zvySujici se teplotou.
Teplota zaroven ovliviiuje uroven destrukce a deformace tkané béhem fixace (Park
akol., 2016). Béznou praxi je fixovat vzorky pii pokojové teploté (Ganjali a Ganjali,
2013), v uvahu vsak ptipada v zavislosti na situaci i pouziti odlisnych teplot, naptiklad
za ucelem dosaZeni specifickych efekt (Park a kol., 2016). Pro spravny pritbéh fixace

je dale nezbytné zajistit dostate¢ny objem fixativa (Kuhlmann, 2009), kterym musi byt
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vzorek kompletné obklopen (Wisse a kol, 2010). To by mélo mit optimalni
koncentraci, nebot’ pokud nebude tato podminka splnéna, mize dochazet k produkci
artefaktl a dal$im nezddoucim procesim (Kuhlmann, 2009). Nemén¢ dulezité je
minimalizovat prodlevu mezi odbérem tkané¢ a jejim premisténim do fixaéniho
prostiedi, kterd by za béznych podminek neméla byt delsi nez n€kolik sekund (Wisse
a kol., 2010). Samoziejmosti by mélo byt také dodrZeni optimalniho Casu fixace, béhem
n¢hoz je zapotiebi dosdhnout zdarného dokonceni fixa¢niho procesu, nikoliv vSak
,prefixovani“ tkan¢ (Ganjali a Ganjali, 2013).

K docileni fixace biologickych vzorkit jsou obecné vyuzivany dva hlavni ptistupy —
pouziti fyzikalnich a chemickych fixa¢nich metod (Dykstra a Reuss, 2003). Ve snaze
0 optimalizaci fixa¢niho procesu byva uplatiiovana 1 jejich kombinace (Jenkins a Burg,
2003). Pi1 fyzikalni fixaci byva stabilizace bunéénych komponenti dosaZeno
vystavenim vzorku teplu nebo chladu (Dykstra a Reuss, 2003), aplikace téchto procedur
by méla vést k rychlému zastaveni bunécné aktivity (Huang a Yeung, 2015).
Nejjednodussi zptsoby fixace vzorki spocivaji v aplikaci tepla a suSeni pouzivaném pii
tvorbé bunécnych natéra (Grizzle a kol., 2008). Jako efektivni metoda ohfevu vzorku se
jevi pouziti mikrovinného zareni, kterému byla v posledni dobé vénovana velka
pozornost predev§im v souvislosti se zkracovanim ¢asu potiebného pro realizaci fixace
(Nowacek a Kiernan, 2010). Opakem zahfivani je pak pouziti chladu k rychlému
zmrazeni vzorku, kterého je bézn¢ dosahovano pomoci tekutého dusiku. V souvislosti
s touto metodou byla vyvinuta cela fada riznych technik, umoziujicich efektivni fixaci
materidlu (viz nize) (James, 1997).

Castéji pouzivana chemicka fixace je obvykle uskutediovana prostym ponofenim
vzorku do fixativa (tzv. imerzni fixace), které zabiji a stabilizuje bunécny obsah (Huang
a Yeung, 2015). Lze ji vSak realizovat také napiiklad cirkulaci fixativa cévnim fecistém
pokusného zvitete (tzv. perfizni fixace) (Park a kol., 2016). Fixativa byvaji tradicné
rozdélovana na koagulujici a nekoagulujici (Baker, 1966), mohou byt vSak
klasifikovana rovnéz jako aditivni a neaditivni, ¢i jako kyseld a zasaditd (Ruzin, 1999).
Koagulujici fixativa (napf. etanol, metanol nebo aceton) (Huang a Yeung, 2015)
koaguluji proteiny v neprithlednou smés granularnich nebo retikularnich objektd
suspendovanych v kapaling. VétSinu z téchto Cinidel 1ze rovnéZ oznacovat za fixativa
neaditivni pro jejich schopnost fixovat proteiny, ale zaroven se nestat jejich soucasti

(Hayat, 1986). Naproti tomu nekoagulujici fixativa (napf. aldehydy a oxid osmicely)
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reaguji s proteiny a jinymi komponenty za vzniku intermolekularnich
a intramolekularnich pti¢nych vazeb, coz vede k lepSimu zachovani bunééné organizace
(Huang a Yeung, 2015). Na zdklad¢ své afinity k proteinim a jinym bunéénym
konstituentdm jsou tato fixativa zdroven nazyvana aditivnimi (Hayat, 1986).

Fixativa mohou byt organického nebo anorganického pivodu a nezavisle na vyse
uvedené klasifikaci byvaji v béznych laboratofich Castéji rozdélovana na aldehydy,
organicka rozpoustédla, fixativa obsahujici rtut’, oxidacni €inidla a fixativa s kyselinou

pikrovou (Kuhlmann, 2009).

2.3.1. Chemicka fixace — prehled zakladnich fixativ

2.3.1.1. Aldehydy

Aldehydové fixativa jsou znadmd svou schopnosti vytvatreni pticnych vazeb (tzv.
cross—linking fixatives). Tvorba intra a intermolekularnich pfi¢nych vazeb aldehyda
S proteinovymi molekulami vede k formovani rigidné;jSich heteroplymerti, na ¢emz je
fixace aldehydy zalozena (Hayat, 1981). Konkrétné utvareji methylenové miistky mezi
amino, imino, amido, guanidylovymi, hydroxylovymi, karboxylovymi, sulthydrylovymi
a aromatickymi skupinami proteini (Hopwood, 1985). Aldehydy zabranuji autolyze
a ochranuji mukézni substance, vétSinu lipidd a nékteré enzymové systémy. Jejich
pouziti pro fixaci mé vSak i1 své nevyhody, Casto vede napiiklad ke ztraté nékterych
makromolekul nebo jejich pfemisténi difuzi a rovnéz ovliviluje mnoho enzymi
a antigenti nebo vazebnych mist pro protilatky, pfiCemz neni mozno ptesné urcit, ktera
vazebnd mista budou po vyplachnuti fixativa uvolnéna a ktera zlistanou obsazena
(Dawson, 1973). Podstatnou nevyhodou aldehydovych fixativ je, ze mohou ve velké
mife zpltisobovat extrakci RNA a DNA z fixované tkan¢ (Howat a Wilson, 2014), jimi
indukovana tvorba pfi¢nych vazeb v chromatinu mize navic vyznamné ovliviiovat
stechiometrii piipadného barveni DNA fluorescenénimi latkami (Darzynkiewicz a Juan,
1997).

Formaldehyd

Formaldehyd je nejjednoduss$im aldehydem a jeho pouZiti jako fixa¢niho ¢inidla ma
dlouhou historii a je velmi frekventované (Fox a kol., 1985). Jeho molekula je pro svou
drobnou velikost schopna rychlé penetrace exponovanou tkani, po niZ nasleduje reakce
aldehydové skupiny s dusikem obsazenym v proteinech a utvafeni methylenovych

mustkii. Uvodni navazani k proteiniim probihé rychle, nasledna formace methylenovych
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mustkt je v§ak pomala (Kiernan, 1999), z ¢ehoz vyplyva potieba delsiho ¢asu pro fixaci
(Eltoum a kol., 2001). Inicialni faze vytvafeni pifi¢nych vazeb je povazovana za
reversibilni, v pokroc€ilejSim stadiu fixace uz je vSak mnozstvi vytvofenych
kovalentnich vazeb pfili§ vysoké a reakce zadinaji byt nevratné (Thavarajah a kol.,
2012). Formaldehyd muZe byt pouzivan samostatné nebo v kombinaci s jinymi
chemikdliemi (Kuhlmann, 2009). Komeréné¢ je nejbéznéji dostupny ve formé
nasyceného vodného roztoku nazyvaného formalin, kde tvofi okolo 37 % (Culling
a kol., 1985). Béznou praxi je jeho fedéni na Groven 10 % (pfiblizné 4% formaldehyd)
destilovanou vodou nebo roztokem pufru (neutrdlni pufrovany formalin = NBF).
Formalin je vhodny pfedev§im pro histologické preparaty, méné pak pro cytologicka
vySetieni, tkai se po jeho uziti dobfe barvi, lipidy nejsou pii kratké fixaci rozpustény
a tkan je dobfe vytvrzena a konzervovana. Nevyhodami jsou urc¢ita mira bobtnani tkang
dodavajici bunkam sklovity vzhled, tvorba rezavé hnédych formolovych sraZenin
v piipad¢ fixace krevnatych organa (Vacek, 1990) a toxicita (Cogliano a kol., 2005).
Kvalita fixace je navic negativné ovliviiovana piitomnosti kyseliny mravenci, kterd ve
formalinu v nezndmém mnozstvi vznika jako dusledek oxida¢nich zmén, a metanolu,
ktery je do n¢j ptidavan (10 — 15 % roztoku) za Gcelem zamezeni spontannim
kondenza¢nim reakcim (Howat a Wilson, 2014). Nezddoucimu ptlisobeni téchto
sloucenin se lze vyhnout pouzitim formaldehydu ve stabilni pevné formé, obsahujicim
jeho polymery o vysoké molekularni hmotnosti — paraformaldehydu (Pearse, 1980).
Zahtatim a pfidanim NaOH je polymerizovany formaldehyd pietvofen v monomery
a vysledny roztok neobsahuje zadné nechténé ptimeési, coz je velmi padnym divodem
pro jeho upfednostiiovani ve vyzkumu na tkor formalinu (Burry, 2010). Nevyhodou je
vSak velmi omezena skladovatelnost tohoto roztoku, ve kterém se formaldehyd kratce

po depolymerizaci za¢ina opét polymerizovat (Dykstra, 1992).

Glutaraldehyd

Objev glutaraldehydu jako fixa¢niho ¢inidla znamenal velky posun pfedev§im na
poli ultrastrukturalnich studii (Sabatini a kol., 1963). Chemicky se sklada ze dvou
aldehydovych skupin oddélenych tfemi methylenovymi mustky. Predpoklada se, Ze jeho
reakéni mechanismus je stejny jako v pfipadé formaldehydu, na rozdil od ng& vSak
glutaraldehyd spojuje komponenty mnohem pevnéji — jeho fetézec je delsi a dvé

aldehydové skupiny umoziiuji propojeni vzdalenéjSich parii proteinovych molekul, nez
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je tomu v ptipad¢é formaldehydu, coz z n&j zaroven Cini i efektivngjsi fixativum. Jeho
reakce s makromolekulami jsou pokladany za nevratné (Eltoum a kol.,, 2001) a je
schopen inhibovat enzymovou aktivitu 1épe nez formaldehyd (Hopwood, 1963).
Rychlosti penetrace exponovanou tkani v§ak za formaldehydem zaostava a v neposledni
fadé¢ makromolekuly intenzivnéji narusuje. Pro optimalizaci fixa¢niho procesu tedy
pripada v tvahu ptipadnd kombinace obou aldehydu (Kuhlmann, 2009). Glutaraldehyd
je komer¢né dostupny v ruznych formach, od 70% vodného roztoku skladovaného
V suchém plynném dusiku, pies 50% nebo 25% vodné roztoky v 500ml hnédych lahvich
po 8% roztoky v zapeceténych ampulkach (Dykstra, 1992). Béhem skladovani dochazi
v roztoku glutaraldehydu k polymeracnim reakcim, které se projevuji jeho Zloutnutim
azménami pH a mohou vést ke snizeni reprodukovatelnosti vysledkd a produkci
artefakti. Protoze se rychlost polymera¢nich zmén zvySuje s teplotou, je vhodné
roztoky skladovat alesponi pii -20 °C a po rozmrazeni ve stejny den i zpracovat
(Bacallao a kol., 1995). Pro fixaci jsou nejéastéji pouzivany roztoky 1,5 — 4%
glutaraldehydu s odpovidajicim mnozstvim pufru. Nejvice se uplatiiuje pti fixaci vzorka

pro elektronovou mikroskopii (Dykstra, 1992).

2.3.1.2. Organicka rozpoustédla

Ve snaze vyhnout se manipulaci s toxickymi aldehydy, jimi indukované tvorbé
piicnych vazeb a ztratam reaktivity bunécnych molekul byla hledana nova fixativa.
Mnoho z objevenych alternativnich ¢inidel je fazeno mezi koagulujici fixativa
(Kuhlmann, 2009), kterd se vyznacuji redukci rozpustnosti proteinovych molekul
v disledku disrupcnich hydrofobnich interakci, na proteiny se vSak kovalentné nevazi
na rozdil od aldehydu (Grizzle a kol., 2008). Jejich piikladem je vétSina fixativ
fazenych mezi organické rozpoustédla, do kterych patii naptiklad alkoholy, aceton nebo

kyselina octova (Kuhlmann, 2009).

Alkoholy

Alkoholy neemituji Zadné toxické vypary a ve srovnani s aldehydy méné narusuji
nukleové kyseliny, Iépe uchovavaji glykogen a sndze se na né vazi barviva (Bostwick
akol.,, 1994). Mechanismus jejich plsobeni spocivd v denaturaci proteinu
odstrafiovanim vody z karboxylovych, hydroxylovych, amino, amido a imino skupin

proteinll, coZ vede v proteinovou koagulaci a srdZeni tkan& (Baker, 1958). Voda
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Vv tkénich je alkoholy nahrazena za soucasného pozménéni terciarni struktury proteinii
(Shao a kol., 2012) a ztraty jejich funkce (Grizzle a kol., 2008). Ackoliv jsou vSak samy
schopny velmi rychlé koagulace proteind, zaroven zpusobuji také znacné naruseni
mikroanatomie ¢asti zviteci tkané (Nowacek a Kiernan, 2010). Dalsimi nevyhodami
souvisejicimi s pouzitim alkoholi jsou tvrdnuti tkan€, variabilita v jejim barveni, mozna
tvorba pigmentovych depozic v krevnich vzorcich, ¢astetna nebo kompletni lyza
cervenych krvinek a zvySena hotlavost (Bostwick a kol., 1994). Nékteré nezadouci
zmény mohou byt eliminovany fedénim alkoholti, napiiklad s chloroformem
(nemisitelny s vodou), vodou a/nebo kyselinou octovou (koaguluje chromatin
a zabranuje srazeni, je misitelna s vodou, alkoholy a uhlovodiky) (Nowacek a Kiernan,
2010).

Etanol a metanol

Etanol a metanol patfi mezi nejbéZnéji pouzivand koagulacni fixativa (Dykstra,
1992). Jejich nizkd molekularni hmotnost a schopnost rychlé penetrace ptispiva
K uniformni fixaci tkané¢ a minimalnim ztratdm jejich komponentt (Noguchi a kol.,
1997). Piesto vSak Held (2015) uvadi, Ze 1 kdyZ je cytoskeletalni struktura proteina
S pouzitim metanolu pro fixaci zachovana, mize dochazet ke ztratdm drobnych
molekul, které nebyly srazeny. Naptiklad lipidy nejsou pti pouziti metanolu ani etanolu
pro fixaci zachovany a tak mohou byt béhem procesu fixace a nasledujicich procedur
ztraceny (Huang a Yeung, 2015). Na druhou stranu vede pouziti obou fixativ k dobrému
uchovani morfologie bunéénych jader (Kumarasinghe a kol, 1997). Grizzle a kol.
(2008) uvadi, ze ve srovnani s aldehydy jsou metanol i etanol schopny lepsiho uchovani
nukleovych kyselin z divodu vyvolavani mensich chemickych zmén. Svou roli vSak
hraje také koncentrace alkoholi, pficemz plati, Ze metanol je ve srovnani s etanolem
svou strukturou bliz§i vodé€, z ¢ehoz vyplyva i tvorba slabsich hydrofobnich interakei.
BéZzné pouzivané koncentrace etanolu tak zacinaji na 50 — 60 %, zatimco v piipadé
metanolu jsou obvyklejsi roztoky o koncentracich vysSich nez 80 % (Lillie a Fullmer,
1976) (které byvaji pied aplikaci jesté chlazeny na -20 °C) (Held, 2015). Noguchi a kol.
(1977) uvadi, Ze 100% etanol a metanol jsou excelentnimi fixativy pro prezervaci DNA
1 RNA. Rovnéz lIze vSak obé¢ fixativa modifikovat pfidanim jinych chemikalii za ucelem
dosazeni specifickych efektt (Grizzle a kol., 2008). Ptiklady mohou byt Carnoyova

fixacni tekutina, v niZ je k absolutnimu etanolu pfidan chloroform a kyselina octova
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(pomér 6:3:1) pilisobici proti srazeni a navozujici fixaci tkdné¢ spojenim jejich slozek
vodikovymi mustky (Puchtler a kol., 1968), nebo Clarkiiv roztok, ktery se sklada
Z absolutniho etanolu a ledové kyseliny octové (pomér 3:1) (Grizzle a kol., 2008).
Analogii Carnoyovy fixaéni tekutiny pisobici na stejném principu je metakarn, v némz

je namisto etanolu pouzit metanol (Puchtler a kol., 1970).

Aceton

Pii pouziti acetonu probiha fixacni proces stejné jako v pripadé alkoholi — i zde
dochazi k denaturaci a rychlému srazeni proteind a dehydrataci tkan¢ (Huang a Yeung,
2015) a navic jesté k destrukci bunéénych organel (Kiernan, 1980). Aceton také
efektivné rozpousti lipidy, tkan vSak zistava po jeho pouziti o néco kiehéi (Huang
a Yeung, 2015). Na komponenty obsahujici sacharidy piisobi méné nez na lipidy, pfesto
na né¢ ma jeho pusobeni vétsi dopad nez naptiklad formalinu (Kiernan, 1980). Jako
velka vyhoda se vSak jevi mozZnost zachovat spouzitim studeného (4 °C) acetonu
aktivitu enzymi (Eltoum a kol., 2001). I proto je pouZivan pro fixaci vzork
V histochemickych a imunofluorescen¢nich studiich (Leong, 1994). Jinou moznosti je
vyuziti acetonu jakozto dehydratacniho rozpoustédla (Huang a Yeung, 2015). Byva
pouzivan i ve smeésich a to naptiklad s metanolem (1:1), ktery dobte uchovava strukturu,

zatimco aceton zkvalitfiuje permeabilizaci (Held, 2015).

Kyselina octova

Pti pouziti kyseliny octové pro fixaci dochazi k bobtnani bunék, coz je rozdil oproti
alkoholové fixaci iniciujici srazeni (Ronne a kol., 1979). Kyselina zptsobuje koagulaci
jadernych proteinli a nepfimo stabilizuje a napomaha predejit ztraté nukleovych kyselin
(McCully a O'Brien, 1981), jinak ma vSak jen minimalni nebo nulovy fixa¢ni efekt
(Ronne a kol., 1979) a s jinymi proteiny nereaguje (Huang a Yeung, 2015). Proto o ni
napi. Nowacek a Kiernan (2010) uvadi, ze ji lze klasifikovat zaroven jako koagulujici
i nekoagulujici fixativum. Vynika kvalitni fixaci jader a chromozoml, rovnéz zabrafuje
nebo potlacuje srdzeni béhem fixace a je schopna velmi rychlé penetrace exponovanou
tkani (Baker, 1958). Téchto pfednosti je obvykle vyuZivano v jejich smésich s jinymi
chemikaliemi, pfikladem muize byt kombinace s alkoholy, kterd obecné vede tieba

K lep$imu uchovani bunééné morfologie (Kuhlmann, 2009).
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2.3.1.3. Oxidacni fixativa

Mezi oxidacni ¢inidla pouzivana pro fixaci biologickych vzorka patii naptiklad
oxid osmic¢ely, manganistanova fixativa (manganistan draselny), dichromanova fixativa
(dichroman draselny) (Ganjali a Ganjali, 2013) nebo kyselina chromova. Mechanismus
jejich pusobeni spociva v reakcich s riznymi postrannimi fetézci biomolekul (véetné
protein), coz vede k utvareni pticnych vazeb, které stabilizuji strukturu fixované tkané
(Kuhlmann, 2009). Oxida¢ni fixativa obecn¢ obsahuji iont kovu, ktery je béhem reakci
s fetézci molekul utvarejicimi tkan redukovan, zatimco molekuly triglyceridl a proteind
jsou oxidovany (Tahmisian a kol., 1964). Jako nevyhoda oxida¢nich ¢inidel se jevi
skutecnost, Ze jsou schopny S§tépit proteinové molekuly a zplsobovat tak ztratu
nékterych peptidovych fragmentd (Hopwood, 1969). Obecné jsou uplatiiovana v ramci
nékterych specifickych histologickych studii (Kuhlmann, 2009). Oxid osmicely je bézné
pouzivan ve svételné nebo elektronové mikroskopii (obvykle pfiblizné 1% roztok)

(Bradbury a Evennett, 1996).

Oxid osmicely

Pouziti oxidu osmicelého jako fixaéniho ¢inidla ma dlouhou tradici (Glauert
a Lewis, 2014). Jedna se o toxickou pevnou latku rozpustnou v polarnich i nepolarnich
rozpoustédlech a schopnou penetrovat a fixovat hydrofilni 1 hydrofobni oblasti bunék.
Zpusobuje urcité bobtnani tkané a také jeji tvrdnuti (Dykstra, 1992). Béhem fixace
a procesu utvafeni pficnych vazeb dochazi k redukci osmia spojené s tvorbou tmaveé
hnédych az Cernych sloucenin (Huang a Yeung, 2015). Oxid osmicely je velmi silny
oxidant a okamzité¢ interaguje s dvojnymi vazbami nenasycenych mastnych kyselin,
zatimco nasycené mastné kyseliny s nim za béznych podminek nereaguji (Elbers a kol.,
1965). Pokud je vSak pouzivan sam, neni schopen fixovat vSechny proteiny, coz vede
K jejich ztraté v prubéhu fixace (Huang a Yeung, 2015). Ani na nukleové kyseliny nema
jeho pouzivani piiznivy dopad, jelikoz mize vést k formaci drsnych srazenin DNA
(Dykstra, 1992). Hlavnim problémem oxidu osmicelého je velmi pomald
a nerovnomeérna penetrace, kvili které je nezbytné pouZiti tenkych a drobnych kouski
tkan¢ (Culling a kol., 1985). V elektronové mikroskopii jsou limitované pronikani tkani
a pomala reakéni rychlost kompenzovany inicialni fixaci s pouzitim glutaraldehydu

(Grizzle a kol., 2008).
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2.3.1.4. Fixativa obsahujici rtut’

Fixativa obsahujici rtut’ se ukazala jako vhodné obzvlasté pro specidlni histologické
studie (Kuhlmann, 2009). Zakladni chemickou slouceninou, kterou v sobé¢ tento typ
fixativ obsahuje, je chlorid rtutnaty. Ackoliv se vSak jedna o jednu z nejvice funkénich
soli pouzivanych pro tkanovou fixaci, bez dal§ich chemikalii byva pouzivan jen velmi
ziidka, jelikoz iniciuje silné srazeci reakce (Gezer Ince a kol., 2016). Nejznamgjsi
fixativa, ktera jej obsahuji, nesou nazev B5 a Zenkerova tekutina (Ganjali a Ganjali,
2013). BS se ptipravuje rozpusSténim 12 g chloridu rtutnatého a 2,5 g octanu sodného ve
200 ml destilované vody, do 20 ml vysledného roztoku jsou té€sné pred uzitim pfidany
2 ml formaldehydu (37 %). Zenkerovu tekutinu je mozno ptipravit z 250 ml destilované
vody, 12,5 g chloridu rtutnatého, 6,3 g dichromanu draseln¢ho a 2,5 g siranu sodného,
pied pouzitim se k 95 ml tohoto roztoku pfidava 5 ml ledové kyseliny octové (Grizzle
a kol., 2008).

Obecné neni mechanismus piisobeni fixativ obsahujicich rtut’ doposud zcela
objasnén (Ganjali a Ganjali, 2013). Vi se vSak alespon, ze chlorid rtutnaty reaguje
S amonnymi solemi, aminy, amidy, aminokyselinami a sulthydrylovymi skupinami
(Grizzle a kol., 2008). Béhem fixace dochazi k tvorbé nerozpustnych kovovych srazenin
(McDonough a Southard, 2017) a rovné€z k uréitému tvrdnuti tkané (Khanna, 2017).
Dalsi nevyhodou fixativ obsahujicich rtut’ je pomala penetracni rychlost, k fixaci vSak
dochazi rychle. Jejich velkou piednosti je naopak schopnost skvélého zachovani
jadernych detaill, pro kterou jsou pouzivana pii prezervaci hematopoetickych tkani,
jako napfiklad kostni difené¢ nebo vzorkid lymfatickych uzlin (McDonough a Southard,
2017). Fixativa by neméla pftijit do styku s kovy a pfi jejich ptipravé je vhodné pouzit
destilovanou vodu, aby nedoSlo ke srazeni soli rtuti. Neopomenutelnou nevyhodou je
toxicita a negativni dopad rtuti na Zivotni prosttedi, kvili kterym je ve snaze o substituci

chloridu rtutnatého nékdy pouzivan siran zine¢naty (Grizzle a kol., 2008).

2.3.1.5. Fixativa s kyselinou pikrovou

Kyselina pikrova (téz trinitrofenol) je jasn¢ Zluta krystalicka latka malo rozpustna
ve vodé. Jeji krystaly je nutno skladovat a piepravovat s 30 — 40 % vody kvili
potencidlnimu nebezpeci vybuchu, ke kterému muize dojit v disledku otfesti nebo
zahtati latky v suchém stavu. Méla by byt pfechovavana v dobfe uzaviené nadobe,

obsah vody nesmi z bezpecnostnich divodu klesnout pod 10 % (Lach—Ner, 2011).

29



Jednd se o koagula¢ni fixativum, které méni naboj ionizovatelnych bocnich fetézch
proteind a zptisobuje disrupci elektrostatickych a vodikovych vazeb. V reakcich vytvari
své soli se zdkladnimi funkénimi skupinami proteinfi, ¢imz zplsobuje proteinovou
koagulaci. Nizké pH jejich roztokd vSak mize vést k hydrolyze a ztraté nukleovych
kyselin (Grizzle a kol., 2008). S lipidy specificky nereaguje a rovnéz nefixuje sacharidy
s vyjimkou glykogenu (Locquin a Langeron, 1983). Srézeci reakce, které kyselina
pikrova iniciuje, nejsou doprovazeny nadmérnym tvrdnutim tkané (Pilgrim, 1957), ta je
v8ak po jejim pouziti obarvena do zluta (Ganjali a Ganjali, 2013). Uplatiiuje se tedy
nejen jako fixativum biologickych vzorki, ale i jako soucast riznych barviv (naptiklad
van Giesenovo barvivo pro diferenciacni barveni kolagenu a jinych pojivovych tkani,
napfiklad hladkych svall) (Shariff a Kaler, 2016). Je vhodna pro fixaci ve specidlnich
histologickych studiich (Kuhlmann, 2009) a byva pouzivana vyhradné ve smésich
S jinymi chemikaliemi, pti¢emz nejznaméjsi je Bouinlv roztok, ktery se sklada z 10%
formaldehydu, 0,9M kyseliny octové a 0,04M kyseliny pikrové ve vodé (Nowacek
a Kiernan, 2010). Béhem fixace s pouzitim Bouinova roztoku pronika kyselina pikrova
pomalu do tkané za soucasné koagulace proteini, kyselina octova tkan naopak rychle
penetruje a zabranuje kyseliné pikrové ve srazeni tkan¢ a formaldehyd utvari ve tkani
piiéné vazby (Baker, 1958). Komplemetarni efekty slozek Bouinova roztoku vedou

ke skvélému zachovani morfologie fixované tkané (Nowacek a Kiernan, 2010).

2.3.2. Fyzikalni fixace — prehled pouzivanych metod

2.3.2.1. Suseni

Suseni se bézné vyuziva jako fyzikalni fixacni metoda pro ptipravu krevnich natért.
V tomto piipadé¢ je jeho cilem odstranéni vody ze vzorku a pfichyceni bunck
K podloznimu sklicku (Houwen, 2002). Pro pfipravu kvalitniho preparatu je nezbytné
zajistit kompletni dokonceni tohoto procesu pied barvenim, nebot’ v opaéném piipadé
muze vést denaturace nékterych struktur K jejich vaznym deformacim a tim negativné
ovlivnit piesnost zkoumani (Undritz, 1973). Dilezité je rovné€z dokonéit suseni co
mozna nejrychleji po zhotoveni vzorku. Pfi dlouhotrvajicim suSeni miize dochézet
naptiklad k pfesuniim vody z erytrocyti do plasmy a tim 1 jejich smr$tovani. Schnuti
vzorku je mozno urychlit nékolika zpusoby. Piikladem muize byt rychlé mavani

sklickem ve vzduchu (Seiverd, 1972) nebo piipadné nad nizkym plamenem zapaleného
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plynu (Schalm a kol., 1975). Jinou metodou je susSeni vzorku proudem vzduchu ze
stolniho ventilatoru (Undritz, 1973) nebo fénu (Fijan, 2002).

2.3.2.2. Fixace teplem

Pouziti tepla je jednou z nejjednodussich metod fixovani vzorku. Nazornym
piikladem je vafeni vajiCka vedouci k precipitaci proteini (Grizzle a kol., 2008),
V jejimz disledku méni koloidni proteinovy material svou strukturu v neprthlednou
pevnou latku. Materidl je pak skute¢né fixovan, nicméné jeho struktura je velmi vyrazné
pozménéna (Dykstra, 1992). Pfimé pouziti vysokych teplot muiZe navic iniciovat
pouze ¢astecnou denaturaci proteini kvali Spatnému vedeni tepla biologickymi
materialy (Mayers, 1970). Z téchto divodu nebyva prili§ casté s vyjimkou fixace natéri
mikroorganismil (Rolls, 2012) nebo krve (Dykstra, 1992).

Zminéné problémy je vSak mozné do jisté miry prekonat pouzitim mikrovinného
ohfevu. Fixa¢ni metody vyuzivajici mikrovlnnou iradiaci jsou od svého ptredstaveni
atim zvySuji teplotu tkdné rychle a zaroven uniformé (Katoh, 2016). Z bunék nebo
tkédni je mozné vytvofit suspenzi s vhodnou tekutinou (naptiklad PBS) a fixovat je
samotnym pusobenim mikrovin (Dykstra, 1992). Druhou moznosti, ktera je v praxi
vyzivana mnohem castéji (Rolls, 2012), je nékolik sekund dlouhé ozatovani objekti ve
vhodném fixativu. V tomto piipadé dochéazi k lepsi penetraci fixativa ve srovnani
s inkubaci vzorku pfi pokojové teploté a tak i k redukci ¢asu potfebného pro fixaci
(Dykstra, 1992). Zkracenim inkubacni doby lze potla¢it naruSovani bunééné nebo
tkanové morfologie a zaroven zachovat jejich imunoreaktivitu, coz mize byt dobie
uplatnitelné v histologii 1 bunécné biologii (Katoh, 2016). V minulych Iletech
piedstavovala ur¢itou komplikaci vysokd produkce Skodlivych vypart pfi plasobeni
mikrovinného zéfeni na béznd fixativa (naptiklad formalin), nyni jsou vSak komercné
dostupnad glyoxalova fixativa, ze kterych se nebezpecné vypary neuvoliuji ani pfii
zahtati na 55 °C (Grizzle a kol., 2008). Aplikaci metody nahrava i soucasna dostupnost
modernich pfistrojii vyrobenych specidlné pro laboratorni pouziti a umoziujicich
pfesnou kontrolu trovné mikrovinné iradiace a teploty vzorku. Bé&Zné mikrovinné
trouby totiz nejsou pro tento ucel vhodné z divodu pfiili§ vysoké iradiacni sily

a nemoznosti kontroly teploty vzorku (Katoh, 2016).
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2.3.2.3. Fixace chladem

Mrazeni bunék nebo tkéni je velmi efektivni metodou k prodlouzeni jejich
uchovatelnosti (Dykstra, 1992). S jeho pouzitim se lze vyhnout mnoha problémim,
které se vyskytuji pfi chemické fixaci, jakymi jsou naptiklad negativni ovliviiovani
struktury tkan¢ v dusledku jejiho srazeni nebo bobtnani, srazeni bunécnych organel
a extrakce ¢i redistribuce bunéénych komponentt jako tieba lipidi, proteinti nebo DNA
(Bullen a kol., 2014). Efektivita prodlouzeni uchovatelnosti materidlu je vSak do znacné
miry ovlivnéna produkei artefaktti, vznikajicich pii jeho zmrazovani nebo rozmrazovani
(Rosene a kol., 1986). S klesajici teplotou vzorku totiz dochazi k formaci ledovych
krystali, jez vzorky ovliviiuji hned nékolika zptsoby. Jejich rychly narGist miize vést
k fyzikalnimu naruSovani bun¢k. V dasledku zmény skupenstvi vody dochazi k narastu
koncentrace rozpusténych latek v okoli bunky (soli apod.). Uvnitt bun¢k se mohou
rovnéz utvaret drobné ledové krystaly zplsobujici disrupci jejich vnitinich struktur
(Pappas, 2010). V extrémnich pfipadech muZe naruSeni materidlu ledovymi krystaly
zcela znemoznit jeho dal§i pouziti, cemuz je zapotitebi zamezit optimalizaci procesu
mrazeni (Rosene a kol., 1986). Vhodné je naptiklad pouzivat vzorky mnohem mensi
velikosti nez v piipadé konvencni chemické fixace, coz je dano skutecnosti, ze
z drobnéjSich vzorki je mozné rychleji odcerpat teplo, coz je vyhodné z hlediska
snizeni tvorby ledovych krystalti. V bazalnéjsich vrstvach vzorku se vSak mohou i tak
utvaret krystaly dost velké na to, aby jej nendvratné poskodily (Dykstra, 1992). Jinym
principem eliminace tvorby krystali béhem mrazeni je inkubace vzorkl v tzv.
kryoprotektantech. Ty se skladaji z jednoduchych molekul o nizké molekulové
hmotnosti a vysoké rozpustnosti ve vod¢, se kterou interaguji prostiednictvim
vodikovych vazeb (Ashwood—Smith, 1987). Nejbéznéjsimi priklady téchto chemikalii
jsou glycerol, etylenglykol, propylenglykol a dimetylsulfat (DMSO) (Wowk, 2007).
V soucasné dobé je k dispozici velké mnozstvi studii zabyvajicich se pouzitim riznych
kryoprotektantl pii riznych metoddch mrazeni, které Ize podle jejich zaméteni rozdélit
do dvou hlavnich skupin. V jednom ptipadé vede mrazeni tkané k zastaveni veSkeré
metabolické aktivity, aniz by bylo pouzito chemického fixativa, pticemz vSak zlstdvaji
zachovany normalni strukturdlni a metabolické charakteristiky tkané. Ten je nazyvéan
kryofixaci. Ve druhém piipadé€ je cilem umoznit chemicky nefixovanym Zivym bunikdm

zmrazeni pro dlouhodobé uchovani bez signifikantnich ztrat jejich zivotaschopnosti ani
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po nasledujicim rozmrazeni (Rosene a kol., 1986). Tehdy se jednd o kryoprezervaci

(Huebinger a kol., 2016).

Pti kryofixaci se pouziva extrémné nizkych teplot (-190 az -196 °C), které jsou
aplikovany nejcastéji na vzorky mensi nez 0,5 mm (Dykstra, 1992). Chladicim ¢inidlem
je tekuty dusik, s jehoz pomoci lze dosdhnout velmi rychlého zmrazeni vzorku
inhibujictho nebo minimaln¢ vyrazné¢ zpomalujictho vnitrobunécny pohyb
makromolekul a jinych substanci béhem pouhych nékolika milisekund. Kryoprotektanty
slouzici k redukci formace ledovych krystali mohou, ale nemusi byt pouzity.
S kryofixaci jsou velmi uzce spjaty dalsi techniky, jako naptiklad kryoultramikrotomie,
metody mraZzeni za vysokého tlaku, vysouSeni mrazem (freeze—drying), mrazova
substituce (freeze—substitution) a vice specializované techniky predevsim pro zkoumani
membran, ozna¢ované jako lamani mrazem (freeze—fracturing) a leptani mrazem
(freeze—etching). Pfi vSech téchto metodach je v pribéhu skladovani nutné uchovavat
vzorky nepfetrzit¢ v prostiedi o dostatecné nizké teploté, nebot jejich tani muze
znamenat znehodnoceni (James, 1997). V piipadé¢ kryoultramikrotomie jsou
Z kryofixovaného materidlu vytvofeny ultratenké zmrazené sekce predevSim pro
nasledné¢ mikroanalyzy a imunoznaceni (Dykstra a Reuss, 2003). Pii mrazeni za
vysokého tlaku je teplota vzorku snizovana na teplotu tekutého dusiku béhem
milisekund pod tlakem napt. 210 MPa. V dusledku ptsobeni takového tlaku je snizen
bod tuhnuti vody o 20 °C a rovnéz je zpomalena nukleace a tvorba ledovych krystala.
Déle je zvysSena viskozita vody v biologickych vzorcich, diky ¢emuz ziistavaji bunécné
konstituenty zcela imobilizované (Vanhecke a kol., 2008). Preparaty mrazeny za
vysokého tlaku byvaji nasledné zpracovavany metodou mrazové substituce (Bobik
akol, 2014). Béhem té je vzorek po rychlém zmrazeni dehydratovan pii vyssi
teploté (-80 °C) a nasleduje infiltrace chemického fixativa, které je inaktivni za teploty,
pfi niz je vzorek skladovan. Poté, co fixacni roztok difunduje do vzorku, nasleduje
kontrolované zvySovani teploty, v jehoz dusledku se fixaéni komponenty stavaji
aktivnimi a stabilizuji komponenty bunééné, se kterymi simultanné reaguji
(simultannost pochodl odliSuje zplsob od klasické chemické fixace, béhem niZ jsou
rizné oblasti vzorku fixovany v pribéhu difuze fixativa, tudiz v odliSnych ¢asech)
(Dykstra a Reuss, 2003). Jinou sofistikovanou metodou je suseni mrazem, béhem n¢hoz
je z tenkych sekei tkané po Givodnim zmrazeni realizovaném potapénim do tekutého

dusiku odstrailovana voda ve vakuové komtrce pii -40 °C. Tkan miZe byt nasledné
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fixovana formaldehydovymi parami (Grizzle a kol., 2008). Technika lamani mrazem
pak sestava z fyzikalni frakturace zmrazeného biologického vzorku, ktery je zahy pouzit
K vytvotfeni extrémné tenkych kovovych replik, jez jsou po svém vyjmuti studovany
pomoci transmisni elektronové mikroskopie (Roberts a kol., 1991). V piipadé¢ metody
mrazového leptani se ze zmrazenych vzorkd po frakturaci jesté pred utvofenim repliky
odstranuje led pomoci sublimace (Chandler a Sharp, 2014).

Kryoprezervace predstavuje dalezitou technologii dlouhodobého uchovani bunék
a tkani v mnoha odvétvich biologie a mediciny, pficemZ nejvyznamné€js$i jsou jeji
aplikace na poli reprodukéni mediciny (Gosden, 2014). Obdobné jako pro kryofixaci je
pro ni typické pouziti velmi nizkych teplot. Cilem je zachovat buiky a tkané
strukturadln¢ nedotcené (Pegg, 2007) a neovlivnit ani jejich Zivotaschopnost a funkci
béhem zmrazeni ani rozmrazeni (Pappas, 2010). ,Nechranéné*“ mraZeni je obvykle
letalni, proto se pti kryoprezervaci pouzivaji kryoprotektanty. Ty vSak musi byt schopny
nejen redukovat formaci ledovych krystali pti jakékoliv teploté€, ale rovné€z proniknout
dovnitt buniky a neohrozovat ji svou toxicitou (Pegg, 2007). V souCasné dobé se
pouzivaji dvé metody kryoprezervace — pomalé mrazeni a vitrifikace. Pomalé mrazeni
je téz znamo jako rovnovazné mrazeni a dochazi pii ném K vymeéné tekutin mezi extra
a intracelularnim prostorem, ¢imz je zabranéno vaznym osmotickym a deformacnim
efektim negativné ovlivitujicim bunky (Mazur, 1990). Pouzivaji se pii ném nizsi
koncentrace kryoprotektantii, které jsou méné toxické a mohou byt nedostatecné pro
uplné zabranéni tvorby ledovych krystalli uvnitt bun€k, pro uspésnou realizaci je navic
nezbytné vlastnit drahy programovatelny mrazici pfistroj. Metoda je ve srovnani
tuhnuti kapaliny nezptisobené jeji krystalizaci, ale extrémnim nartistem viskozity béhem
ochlazovani (Fahy a kol, 1984). Na rozdil od pomalého mrazeni je vitrifikace
nerovnovaznou ultra rychlou kryoprezervacni metodou, kterd se vyznacuje absenci
tvorby ledovych krystali. Typicka je pro ni kritkodobd expozice vysokym
koncentracim kryoprotektantu S nizkym obsahem vody a mozZnost pouZziti méné
nakladného vybaveni (Rall a Fahy, 1985). Pro tyto své pfednosti se jevi jako velmi

vhodna alternativa konvenéni (pomalé) metody mrazeni (Choudhary a kol., 2015).
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2.4. Fixace vzorki pro méreni obsahu DNA priitokovou cytometrii

Z hlediska presnosti a reprodukovatelnosti méfeni pritokovou cytometrii (nizké
CV, spravna troven emitované fluorescence — poloha piku) je idedlni preferovat
pouzivani Cerstvych vzorka (Filipiak a kol., 2012). Jejich véasna analyza zajistujici
praci s zivymi buiikami je nejlepsi zpusob, jak se vyhnout vzniku artefaktd a jinym
komplikacim méfeni, jimiz jsou napi. shlukovani, lyza nebo ztrata bunék (Rousselle
a kol., 1998). Uskutecnit analyzu kratce po ziskani vzorkii vSak nemusi byt vzdy mozné.
Casto se napiiklad stava, Ze se jedinci, ktefi jsou objektem zajmu, nachazeji v chovu
nebo byli naloveni ¢i nasbirdni v lokalit¢ zna¢né vzdalené od laboratofe a nelze je
jednoduSe transportovat, at’ uz zivé celé nebo jejich nativni vzorky do laboratote
a analyzovat. Nékdy miize byt zase nutné zpracovat velké mnoZstvi vzorka ve stejny
cas (nebo vzorky jedincii ve stejném vyvojovém stddiu), pfestoze neni okamzita
arychld analyza zrovna z riznych divodii moZzna. Na vin€ mize byt v tomto piipadé
vysokd pofizovaci cena pratokového cytometru, v jejimz dasledku se o jeden piistroj
Casto stfida velké mnozstvi uzivateli (Gold a kol., 1991). V urcitych piipadech je zase
zapotiebi opakované po n€kolik dni ziskavat referencni buiiky pouzivané jako standard,
coz zabere velké mnoZzstvi ¢asu a navic mize zanést do vysledka urcitou miru nejistoty.
Ve zminénych situacich miize byt vychodiskem prodlouzeni uchovatelnosti vzorkla
(Vindelov a kol., 1983a), kterého lze dosahnout jejich fixaci (Darzynkiewicz a kol.,
2011). Nezastupitelné misto ma fixace také pii praci s materialy, které mohou
piedstavovat biologické riziko, jeji pouziti pro zabiti HIV a jinych virti je dnes pii praci
s lidskymi buiikami a t€lnimi tekutinami béznou praxi (Shapiro, 2003).

NavrZeni standardnich podminek fixace biologickych vzorka, tedy podminek
optimalnich z hlediska rychlosti a reprodukovatelnosti, pro naslednou kvantifikaci DNA
prutokovou cytometrii je hlavnim cilem celé fady studii. V mnoha z nich byla nanestésti
demonstrovéana rozdilna uroven akceptovatelnosti barviv DNA pfi pouziti rozdilnych
fixacnich protokold (Rousselle a kol, 1998). Zatimco totiz fixace na jedné strané
umoznuje uchovavani tkani a bunéCnych suspenzi, zdroven v rizném métitku
modifikuje strukturu chromatinu a pfistupnost DNA pro fluorochromy (Esteban a kol.,
1991). Morfologické zmény ve struktuie chromozomil mohou zpiisobovat nehomogenni
vazani barviva (Filipiak a kol., 2012) a v jeho disledku i zmény v intenzité emitované
fluorescence a posun interpretovanych pikii spolu s nartistem hodnot CV ve srovnani

S nativnimi vzorky, coZ se negativné projevuje napiiklad snizenim schopnosti odlisit od
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sebe rizné ploidni Grovné analyzovanych jedinct (Hedley a kol., 1983; Maclntire
akol, 1987). Ani prodlouzeni uchovani vzorkid za pomoci fyzikdlnich metod
(pfedev§sim mrazeni) se nemusi obejit bez komplikaci, kterymi mohou byt napiiklad
narusovani bunécnych struktur v disledku formace ledovych krystalt (Van Dam a kol.,
1992) a nasledny zisk histogramti o vys§im CV (Fisher a kol., 1995), nizsi kvalité
a rozliSitelnosti a nadmérném Sumu pochdzejicim z debrisu (Dolezel a kol., 2007).
Nezadoucim zkreslenim vysledki v disledku pouziti fixace se 1ze vyhnout jen vhodnym
vybérem fixativa a fixani procedury, které jsou pro danou situaci zvoleny na zaklade
vyzkumnikovych cili, pouZitych biologickych vzorki, bunéénych sloZek, jeZ maji byt
zachovany, a znalosti slou€enin, které co mozna nejlépe uchovavaji bunécné slozky
a nasledn€ umoziuji optimalni obarveni fluorochromy (Rousselle a kol., 1998).

Pro chemickou fixaci vzorkl za uc¢elem nasledné analyzy obsahu DNA pritokovou
cytometrii pfichdzi v uvahu pouziti alkoholli, acetonu a aldehydi, vzorky je moZné
rovnéz zalévat do parafinu (Darzynkiewicz a Juan, 1997). Uchovatelnost vzorki lze
prodlouzit rovnéZ s pomoci fyzikalnich metod zaloZenych na mraZeni (Jakobsen, 1983;

Vindelov a kol., 1983a; Pierrez a Ronot, 1991).

2.4.1. Chemicka fixace - koagulujici fixativa

Pro analyzu obsahu DNA priatokovou cytometrii byvaji koagulujici fixativa
(alkoholy, aceton) preferovana ptfed nekoagulujicimi (Darzynkiewicz a kol., 2010).
Ackoliv totiz hife stabilizuji a uchovavaji bunécné konstituenty o nizké molekularni
hmotnosti, jsou schopny adekvatni stabilizace nepoSkozené DNA (Darzynkiewicz
a Juan, 1997). Pouziti alkoholii (etanol, metanol) pro fixaci vede k perforaci buné¢nych
membran, uchovava vsak vétSinu materialu cytoplasmy a zavazné neovliviluje vazani
barviv na DNA (Roussele a kol., 1998). Darzynkiewicz a kol. (2010) uvadi, Ze absolutni
alkoholy indukuji nadmérné bun&fné shlukovani ve srovnani se 70% nebo 80%
koncentracemi, které jsou napiiklad u etanolu v pfipade, Ze je analyza pritokovou
cytometrii zaméfena vyhradné na obsah DNA, preferovany. Roussele a kol. (1998)
hodnotili ve své préci fixaci riznymi bézné pouzivanymi chemikdliemi a jejich smésmi
pro stanovovani obsahu DNA pritokovou cytometrii a zjistili, Ze uZiti 68% etanolu
a 85% metanolu vyrazné nezvySovalo formaci agregatli a rovnéz vedlo k dosazeni

Vv

Holtfreter a Cohen (1990) se ve své praci zabyvali fixaci zplisobenymi kvantitativnimi
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zménami DNA fluorescence hemopoietickych bunék adultnich zab a jejich zavérem
bylo, ze pro analyzu obsahu DNA (nebo ploidie) je vhodné pouzit 50% etanol, nikoliv
vSak 70% etanol nebo 66% metanol, které ovliviiovaly piistupnost chromatinu pro
fluorescencni barviva. Je vSak vhodné rovnéz vzpomenout, ze byly dosud publikovany
I prace, v nichz se fixace alkoholy nezdafila vibec, Murphy a kol. (1997) napiiklad
testovali etanolovou fixaci (koncentrace neni v praci uvedena) krevnich bunék
vietnamskych zab v terénnich podminkach, které byly uchovavany po dobu né¢kolika
mésicl a az poté oSetieny dle metody Holtfretera a Cohena (1990), obarveny
a zkoumany. Ve vétSiné ptipadd byly buinky srazené a nebylo je mozné viibec
analyzovat nebo vedla analyza k zisku histogramti o velmi vysokych CV (Murphy
a kol., 1997).

Aceton se v protokolech pro pritokovou cytometrii pfili§ Casto neuplatiiuje, ackoliv
se jedna o bézné fixativum v cytometrii statické (Carbonari a kol., 2008). Roussele
akol. (1998) jej testovali ve vySe uvedené studii a vysledkem fixace absolutnim
acetonem o teploté -20 °C bylo akceptovatelné¢ CV, ale také vyrazné srazeni a zmény
morfologickych parametri bun€k, jako napfiklad velikosti a granularity, a tvorba
bunéénych agregat. Na zaklad¢é téchto poznatkli jej autoii neshledali jako vyhovujici
fixativam. Darzynkiewicz a kol. (2010) na nékteré z téchto dusledkd v souvislosti
S pouzitim absolutniho acetonu rovnéz upozornovali. Carbonari a kol. (2008) vSak
uspésné¢ optimalizovali protokol pro vyuziti acetonu jakozto fixativa pro
multiparametrickou pritokovou cytometrii, s nimz eliminovali bunéné srazeni
a dosahli stechiometrického barveni, CV a produkce dublet srovnatelné¢ s oSetfenim
bunék etanolem. Jeho hlavnim rozdilem ve srovnani s jinymi protokoly bylo pouziti
80% acetonu, ktery byl navic nafedén suspenzi bun€k v PBS, a inkubace vzorkl

v prub¢hu fixace pti 8 °C (Carbonari a kol., 2008).

2.4.2. Chemicka fixace - nekoagulujici fixativa

Fixativa plsobici na principu tvorby pti€nych vazeb jsou schopna kvalitni
prezervace fyzikalnich parametri bun¢k a povrchovych i vnitinich antigenti (Carbonari
a kol., 2008). Napiiklad aldehydy nadmérn¢ nemodifikuji velikost bunék a jejich
morfologii ovliviiuji méné nez alkoholy (Rousselle a kol., 1998). Pro méteni obsahu
DNA maji v8ak jednu velkou nevyhodu a to, Ze pfi€né vazby uvniti chromatinovych

konstituentit zhorSuji stechiometrii barveni DNA fluorochromy, coZz vede ke zhorSeni
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presnosti méfeni (Darzynkiewicz a kol., 1984). Ve srovnani s alkoholy dochazi k horsi
absorbci barviv a rovnéz ziskand CV byvaji zvySena (Rousselle a kol., 1998). Presnost
méfeni je negativné ovlivnéna i v piipade, ze je fixace aditivnimi fixativy nasledovana
sekundarnim oSetfenim koagulujicimi fixativy (Schimenti a Jacobberger, 1992; Telford
a kol., 1994). Problematikou fixace s pouzitim aditivniho fixativa se zabyvali naptiklad
Burns a kol. (1986), ktefi zkoumali efekt fixace formalinem na méfeni obsahu DNA
Vv jadernych krevnich bunkach a jejich zavérem bylo, ze fixace jadernych erytrocytl
fostatem pufrovanym formalinem o findlni koncentraci 1 — 2 % signifikantn¢ snizila
mnozstvi buitkami vyzatované fluorescence, at’ jiZz prob&hlo barveni DNA propidium
jodidem pied nebo po uskute¢néni fixacniho procesu. Pollice a kol. (1992) zase mimo
jiné testovali fixaci vzorkd paraformaldehydem pro multiparametrickou analyzu
lidskych leukocytll a rovnéZ potvrdili, Ze jeho uziti ovliviiuje intenzitu DNA barveni.
Pii riznych teplotach a koncentracich fixativa byl tento efekt rizné vyznamny
anejmeéné se projevoval pfi pouziti paraformaldehydu o koncentracich do 0,25 %
a teplotach do 37 °C (Pollice a kol., 1992). Velmi zajimavy poznatek uvedli Rousselle
akol. (1998), kteti pouzili ve své studii koncentrace 1 a 4 % pro formaldehyd
i paraformaldehyd — pokud byl jako barvivo pro fixované buiiky zvolen propidium
jodid, neprobéhlo barveni stechiometricky a doSlo ke snizeni intenzity fluorescence
emitované komplexem DNA-PI a zisku vysokych CV, kterd v nékterych ptipadech
nebylo mozné ani definovat, a to i v pfipad¢ aplikace latek =zkvalitiujicich
permeabilizaci. Pokud byl vSak pro barveni pouzit fluorochrom Hoechst 33342,
identicky postup piipravy vzork jiz vedl k dosazeni akceptovatelnych vysledkl
(stechiometrické barveni, CV pro formaldehyd pod 5 %). Pti zdiivodnéni tohoto jevu
odkazuji Rousselle a kol. (1998) na praci Larsena a kol. (1986): aldehydy indukovana
tvorba vazeb mezi guaninem a cytosinem ovliviiuje vstup PI, zatimco barveni bazickych
pari adenin — thymin Hoechstem 33342 neni externimi methylenovymi mustky
vzniklymi aldehydovou fixaci vyrazné pozménéno. V rozporu svyse uvedenymi
skute¢nostmi je prace Allena (1983), ktery Uspésné pouzil barveni PI pro erytrocyty
lososa obecného (Salmo salar) a kiizence amura bilého (Ctenopharyngodon idella)
s tolstolobikem bilym (Hypophthalmichthys molitrix) fixované 1% formalinem.
Uspé&snou fixaci embryi pstruha duhového a pstruha obecného popsali Lecommandeur
akol. (1994) pii aplikaci jednoduché procedury zahrnujici oSetieni 1%
paraformaldehydem, pouzitym fluorochromem bylo v tomto ptipadé DAPI.
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2.4.3. Zalévani vzorki do parafinu

Jako efektivni metoda, kterd oteviela nové moznosti v oblasti retrospektivnich
studii obsahu DNA pratokovou cytometrii, se jevi zalévani vzorkli do parafinu po
provedeni jejich fixace (Darzynkiewicz a Juan, 1997). Metoda byla pfedstavena
Hedleyem a kol. (1983) a od své vzniku byla rizné modifikovana pro rizné druhy tkani,
fixativa a dal$i proménné (Darzynkiewicz a Juan, 1997). Jeji prednosti je moznost
nejprve prozkoumat Casti tkdn€ s pomoci mikroskopie a nasledné vybrat oblast, ktera
bude podrobena analyze pritokovou cytometrii. Pfesnost analyzy DNA obsahu jader
ziskanych z parafinovych bloku je vSak ve srovnani naptiklad s klasickou etanolovou
fixaci nebo detergenty popf. hypotonicky oSetfenou nativni tkani o néco nizsi. Casto
totiz byva negativné ovlivnéna velkym mnozstvi debrisu v dasledku ptitomnosti
poskozenych jader s neiplnym obsahem DNA (Darzynkiewicz a kol.,, 2010) nebo
naopak nadmérnou tvorbou jadernych shlukt (Heiden a kol., 1991). Pfed zalévani tkani
do parafinu je rovn€z béznou praxi pouziti aldehydovych fixativ (Hedley a kol., 1983;
Hedley a kol., 1984; Herbert a kol., 1989; Esteban a kol., 1991; Overton a McCoy,
1994), jejichz efekt na stechiometrii barveni DNA byl diskutovan vyse. Zlepsit analyzu
DNA obsahu eliminaci ptfitomnosti debrisu a shlukli se podafilo Heidenovi a kol.
(1991), kteti predstavili modifikaci Hedleyeho protokolu vyznacujici se absenci
veSkerych centrifugaCnich a vyplachovacich krokt. Negativni efekt pfitomnosti
pricnych vazeb vzniklych v disledku aldehydové fixace a ovliviiujicich barveni DNA
piedevsim PI zase eliminovali Overton a McCoy (1994). Ti ve své studii demonstrovali,
ze opétovné rozptyleni formalinem fixovanych bun¢k v PBS a nasledné zahtivani na
75 °C alespon po dobu jedné hodiny pted obarvenim PI vedlo k obnoveni barveni DNA
a zisku priblizné stejné intenzity fluorescence jako v piipadé nefixovanych vzorkl
(Overton a McCoy, 1994). Jinou metodou prevence pied nestechiometrickym barvenim
DNA muize byt volba spravného barviva. Darzynkiewicz a kol. (1984) uvadi, ze
stechiometrie barveni DNA pomoci DAPI je ve srovnani s ostatnimi fluorochromy
nejméné ovlivilovana piitomnosti pficnych vazeb a proto je DAPI pro barveni jader

izolovanych z parafinovych bloku preferovano (Darzynkiewicz a Juan, 1997).

2.4.4. Fyzikalni fixace — mraZeni
V oblasti dlouhodobého uchovani vzorki pro pritokovou cytometrii bylo dobrych
vysledkti dosazeno rovnéz s pouzitim ruznych protokohi zalozenych na mrazeni (Gold

a kol., 1991; Vindelov a kol., 1983a,b; Murphy a kol., 1997). Tkané¢, jez byly objektem
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zajmu, byly mrazeny napiiklad v tekutém dusiku (Tiersch a kol., 1989, Lowcock a kol.,
1996; Gold a kol., 1991; Lingenfelser a kol., 1997a,b; Murphy a kol., 1997) ve smési
suchého ledu a etanolu o teploté -80 °C (Vindelov a kol., 1983a,b; Burns a kol., 1986)
nebo v mrazdku na -20 °C (Xavier a kol., 2017). S vyjimkou posledni jmenované
varianty je po inicidlnim zmrazeni obvyklé skladovat vzorky v mrazdku pfti -80 °C
(Jakobsen, 1983; Vindelov a kol., 1983a,b; Gold a kol., 1991), coz lze praktikovat po
velmi dlouhy casovy tUsek — Vindelov a Christensen (1990) naptiklad uvadi, ze
S pouzitim jejich protokolu byly vzorky skladovany déle nez pét let. Autofi zaroven
udavaji, Ze ani po této dobé nebyla pii analyze zjiSténa zména v DNA histogramech
(Vindelov a Christensen, 1990). O minimalnich zménach ve vystupech analyz vzorka
skladovanych podle nékterych protokolti zalozenych na mrazeni sv€dc¢i ostatné i to, ze
byly nékteré z téchto procedur pouzity i1 pro uchovani standardii pro stanovovani
absolutniho obsahu DNA (Tiersch a kol., 1989a, b; Tiersch a Chandler, 2011). Vétsina
Z procedur mrazeni vzorki ma spolecné ptidani kryoprotektantu, ktery napomaha
zachovat integritu bun¢k béhem uchovéani, zabranuje jejich destrukci v pribéhu mrazeni
a brani tvorbé ledovych krystald, které buiky eventudlné ohrozuji (Bhattacharya
a Prajapati, 2016). Bézné je pouzivano DMSO, napiiklad v 5% (Vindelov a kol,
1983a,b; Lingenfelser a kol., 1997a,b) nebo 8% koncentracich (Jakobsen, 1983; Tiersch
a kol., 1989a,b). Xavier a kol. (2017) vSak ve svém protokolu pro mrazeni somatickych
bunék tetry saopaulské (Astyanax altiparanae) na -20 °C kryoprotektant nepouzili
a presto dosahli dobré kvality piki a zachovani bunééné koncentrace i po 60dennim

uchovani vzorkd.

2.5. Fixace rybich bunék a tkani pro méreni obsahu DNA

prutokovou cytometrii

2.5.1. Chemicka fixace — koagulujici fixativa (alkoholy)

Alkoholy byly v riznych protokolech pro fixaci rybich vzorkl n€kolikrat pouzity.
Uspéchti s nimi bylo dosazeno napiiklad v pracich Lamatsch a kol. (2000) nebo
Chilmonczyka a Mongeho (1999). Lamatsch a kol. (2000) pouzili svou metodu pro
fixaci vzorki rybich ploutvi k nasledné determinaci velikosti genomu 14 riznych rybich
druhtt a detekci triploidd u Zivorodky kiizené (Pocilia formosa). Hodnota CV
fixovanych vzorki se pohybovala od 1,23 % do 3,36 % a stanovené velikosti genomil

souhlasily s tdaji dostupnymi v literatufe az na jediny rybi druh. Sofistikovany
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protokol, ktery autofi pouzili, obsahoval vytvofeni bunééné suspenze ve smési 2,1%
kyseliny citronové a 0,5% Tween20, po 20 minutach bylo ptistoupeno k fixaci v 70%
etanolu, ktera trvala pfes noc a ndsledovalo oSetfeni bunék smési 0,5% pepsinu a 0,1M
HCI o délce 15 minut a ptidani DAPI. Pti pfipravé vzorkll se uplatnily celkem dva
centrifugacni kroky (Lamatsch a kol, 2000). V jiné praci, kterou publikovali
Chilmonczyk a Monge (1999), byly uspésné demonstrovany zmény v proliferaci bun¢k
pstruha duhového pti napadeni PKX, které byly determinovany analyzou bunécného
cyklu prostfednictvim kvantifikace obsahu DNA priatokovou cytometrii. Fixovanymi
buiikami byly v tomto ptipadé leukocyty, po jejichz fixaci metanolem (koncentraci
autofi neuvadi) nasledovalo skladovani v této chemikalii pii -20 °C aZ do obdobi pted
analyzou, kdy bylo fixativum odstranéno a bunky inkubovany po dobu 15 minut v PBS
s RNAsou, nasledné oplachnuty v PBS a znovu rozpustény v PBS s propidium jodidem
(Chilmonczyk a Monge, 1999).

V nékterych pracich vSak fixace rybich vzorkad alkoholy nevedla k dosazeni
uspokojivych vysledkl. Xavier a kol. (2017) se naptiklad pokouseli vyvinout protokol,
s jehoz pouzitim by bylo mozné prodlouzit uchovatelnost vzork ploutvi z tetry
saopaulské pro naslednou analyzu obsahu DNA. Z rybich ploutvi odebirali kousky
tkané, které fixovali v 70% etanolu a smési Kyseliny octové a metanolu (1:3)
a prechovavali v inkubatoru pii 25 °C. Analyza byla provedena po 30 a 60 dnech
a predchazelo ji oplachnuti v PBS a nasledna lyza a obarveni DAPI. Stejnym zptisobem
byla fixovdna a uchovavana izolovana jadra z bun¢k ploutve, pted analyzou po 30 a 60
dnech byla suspenze jader centrifugovéna, fixativum odstranéno a jadra rozpusténa
v DAPI a analyzovdna. Pfi analyze vzorkli z etanolem fixované tkan¢ autofi
V histogramech rozliSili piky (na rozdil od vzorka v metanolu s kyselinou octovou),
jejich poloha vSak odpovidala vyrazné vysSimu obsahu DNA, nez byl skute¢né naméten
V nativnich vzorcich. V pfipad€ uchovani izolovanych jader byla analyza znemoZnéna
nadmérnym nardstem Sumu nebo velmi malym mnozstvim castic (Xavier a kol., 2017).
Lecommandeur a kol. (1994) pouzili pro fixaci 70% etanol stejn¢ jako vySe zminéni
autofi, snazili se vSak uchovat embrya pstruha duhového a pstruha obecného ve
stadiu ocnich bodi. Po extrakci a barveni DAPI ukazala provedend analyza pouze
nadmérny Sum v histogramech a bylo evidentni, Ze se jadra z tkani embryi vibec

nepodatilo uvolnit (Lecommandeur a kol., 1994).
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2.5.2. Chemicka fixace — nekoagulujici fixativa (aldehydy)

Obdobné¢ jako v ptipadé alkoholii bylo S oSetienim rybich vzorkii aldehydovymi
fixativy dosazeno stidavych uspéchi. Brown a kol. (2000) napiiklad vyvinuli protokol
pro terénni odbér a uchovani vzorkt krve amura bilého pro nasledou analyzu ploidni
urovné prutokovou cytometrii, pricemz deklaruji, ze je metoda vyuzitelna i pro vzorky
jinych tkani (naptiklad jater, svaldi, vaje¢nikii nebo varlat). Krev z diploidnich (2n)
a triploidnich (3n) jedinci vném byla minimalné¢ vpoméru 1:20 nafedéna
fyziologickym roztokem s formalinem (FPSF), ktery se pfesné skladal z roztoku 0,1M
NaCl, ImM KCI, 2mM CaCl,, 1mM MgSQO4, 0,6mM KH2PO, a ImM NaHCOs, jimz
byl po tpravé pH na 8 nafedén formalin na konecnou koncentraci 5 %. Vzorky byly
analyzovany po dni, tydnu a mésici a testovany byly rovnéz rozdilné teploty pro jejich
piechovavani (-20, 4, 23 a 45 °C). Den pied analyzou byly vzorky centrifugovany
a FPSF odstranéno, nasledné byly buniky znovu rozpustény v samotném fyziologickém
roztoku a opét centrifugovany, coz se opakovalo jesté¢ dvakrat. Nasledovalo barveni
pomoci PI, nékolik filtracnich krokli a po dikladném promichani byly vzorky
skladovany pies noc pii 4 °C a druhy den analyzovany. Primér hodnot CV vSech
fixovanych vzorkll odpovidal 2,9 % a rozliSit od sebe vzorky 2n a 3n jedinci bylo
mozné pii méfeni po dni, tydnu 1 mésici a aplikaci vSech teplotnich profilti (3n buiky
mély v priméru 1,46 krat vyssi fluorescenci nez 2n). Pro vSechny testované teploty
nebyly rozdily v urovni fluorescence pro danou dobu realizace analyzy a ploidni troven
statisticky vyznamné. Je vSak dulezité zdlraznit, ze hodnoty fluorescence jednotlivych
vzorkl se s prodluzujici se dobou jejich uchovani neustale zvysovaly, vzdy tedy bylo
nezbytné porovnavat mezi sebou stejné pripravené vzorky totozného stari, nebot’ jen za
piedpokladu, Ze byly 2n i 3n bunky skladovany po stejné dlouhou dobu, odpovidala
fluorescence 3n bun€k piiblizn¢ 1,5 nadsobku bunck 2n (Brown a kol., 2000).

Zmény v urovni naméfené fluorescence bunék po fixaci aldehydy pozorovali
i Burns a kol. (1986), ti vSak ve své praci porovnavali fluorescenci erytrocyti pstruha
duhového bez a s pouzitim fixativa (formalinu). Autofi pouzili dva fixacni protokoly —
V prvnim obarvili jadra Cervenych krvinek pstruha pomoci PI a nésledné je fixovali
fosfatem pufrovanym formalinem o findlni koncentraci 1 — 2 %, pied uskute¢nénim
méfeni byly vzorky centrifugovany a znovu rozpuStény v PI obarvenych nativnich
erytrocytech stejné ryby. Naslednd analyza smési fixovanych a cerstvych vzorki

poukézala na pritomnost dvou vzdalenych pikt, ackoliv byl plivod bun¢k zcela totozny.
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V druhém protokolu byly krevni vzorky pstruha wuchovavané pii -80 °C
S kryoprotektantem rozmrazeny a fedény velkym mnozstvim Ringerova roztoku,
nasledné byla ¢ast vzorkti ponechana bez fixace a cast byla fixovana formalinem
0 kone¢né koncentraci 1 — 2 %. Poté byly obé skupiny centrifugovéany a rozpustény v Pl
a zkoumany. Zaveérem bylo, ze fixace formalinem vedla ke snizeni obsahu fluorescence
stejn¢ jako v piipadé prvniho protokolu (Burns a kol., 1986).

Jinou praci, v niz byla uplatnéna aldehydova fixace k uchovani rybich vzork, byla
studie Lecommandeura a kol. (1994). Ti po fixaci embryi pstruha duhového a pstruha
obecného 1% paraformaldehydem ve fyziologickém roztoku izolovali jadra bunck a po
jejich obarveni DAPI a nasledné analyze dosli k zavéru, Ze je jejich protokol mozné
uspésné pouzit. ACkoliv totiz v histogramech vzrostlo mnoZstvi pozorované¢ho Sumu,
pik obarvenych jader byl od Sumu dostatecné vzdaleny a odliSitelny. Na misté je vSak
podotknout, Ze autofi neuvadi mnoho podrobnosti ohledné fixa¢niho protokolu, doby
uchovani vzorkl ani provedeni analyzy, a v neposledni fad¢ statisticky nevyhodnotili
rozdily v pfesnosti méfeni a pfedev§im v Grovni buiikkami emitované fluorescence
(Lecommandeur a kol., 1994).

Allen (1983) pouzil pii ptipravé krevnich vzorkd pro naslednou determinaci
ploidnich Grovni ryb na zakladé¢ relativniho obsahu DNA protokol, v némz byl zahrnut
i fixa¢ni krok — aplikace formalinu. Pro experiment zvolil krev 2n a 3n lososi obecnych
a hybridi amura bilého s tolstolobikem bilym, kterd byla rozpusSténa v rybim
fyziologickém roztoku (FPS) s obsahem heparinu sodného a nasledné centrifugovana.
Supernatant byl odstranén a erytrocyty dvakrat rozpoustény ve studeném FPS a vzdy
nasledné centrifugovany, po druhé z téchto centrifugaci byly buiky zality tfemi mililitry
1% formalinu v FPS, zamichany a skladovany pies noc pfi teploté¢ 0 — 4 °C. Poté byla
cast vzorkil dvakrat proplachnuta FPS, centrifugovana a barvena PI, zatimco jiné vzorky
byly ponechany bez vyplachnuti fixativa pii pokojové teploté az do centrifugace pied
naslednym obarvenim stejnym fluorochromem. Analyza vedla k uspésnému roztiidéni
2n a 3n ryb na zékladé¢ porovnani rozdili v naméfenych urovnich fluorescence
fixovanych vzorkil. Zajimavé bylo, Ze fluorescence vzorkd, jez byly pfed zavére¢nou
centrifugaci a barvenim proplachnuty FPS, se vyznacovala mnohem niz$i varianci ve
srovnadni s fluorescenci vzorki ponechanych ve formalinu, autor tedy upozoriiuje na

dilezitost tohoto kroku (Allen, 1983).
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Xavier a kol. (2017) testovali ve své jiz zmiflované praci krom¢ fixace alkoholy
i fixaci s pouzitim aldehydu. Procedury pro ploutevni tkan a izolovana jadra bun¢k
ploutve byly totozné s vyse popsanymi, jen autofi namisto alkoholli uplatnili 10%
formalin. Histogramy ziskané analyzou takto pfipravenych vzorkd bohuzel nebyly lepsi
nez v ptipadé jiz diskutovaného etanolu nebo smési kyseliny octové a metanolu. Piky
vzorkil z fixované tkané byly kontaminovany Sumem nebo nebyly vibec patrné
a U izolovanych jader doslo rovnéz k nariistu Sumu v histogramech nad tnosnou mez
a vV neposledni fad¢ také ke znacné redukci mnozstvi ¢astic. U fixovanych vzorkl navic

doslo ke sniZeni intenzity emitované fluorescence.

2.5.3. Fyzikalni fixace — mraZeni

Mrazeni rybich vzorkl je velmi frekventovanou a v ptipadé spravné zvoleného
protokolu i efektivni metodou k prodlouzeni jejich uchovatelnosti (Jakobsen, 1983;
Vindelov a kol., 1983b; Tiersch a kol., 1989a,b; Gold a kol., 1991; Pierrez a Ronot,
1991; Lingenfelser a kol., 1997a,b; Dawley a kol., 2014). V zadné z uvedenych studii
nevedlo pouziti této fyzikalni metody k zisku dat, jejichz interpretace by byla
problematicka nebo nemozna. StéZzejnimi byly vtomto ohledu prace Vindelova
a spoluautort, ktefi predstavili protokoly pro dlouhodobé uchovani vzorka neobsahujici
z4dné centrifugacni kroky (Vindelov a kol., 1983a; b). V plivodni proceduie autofi
nepracuji s rybimi buiikami (Vindelov a kol., 1983a), v jeji modifikaci je vSak jiz postup
aplikovan na erytrocyty pstruha duhového (Vindelov a kol., 1983b). Jini autofi
zminované protokoly pro rybi bunky rovnéz s uspéchem vyuzili, naptiklad Lingenfelser
a kol. (1997b) pro vzorky krve pochazejici z okounka pstruhového (Micropterus
salmoides) a pstruha duhového, Lingenfelser a kol. (1997a) pro krev karase obecného
(Carassius carassius) a okounka pstruhového, Burns a kol. (1986) pro krev pstruha
duhového nebo Dawley a kol. (1997) pro vzorky krve Zivorodek rodu Poeciliopsis.
Piivodni postup Vindelova a kol. (1983a) spociva v suspendovani bunck v citrdtovém
pufru (vzniklém rozpusténim cukrozy a citronanu sodného v destilované vod¢), do
Kterého bylo pfidano DMSO (finalni koncentrace odpovidala 5 %) a jehoz pH bylo
upraveno na hodnotu 7,6. Poté byly vzorky rychle zmrazeny vloZenim do -80°C smési
suché¢ho ledu a etanolu a pfechovavany v mrazdku pii -80 °C, odkud byly pied
planovanou analyzou vyjmuty a rychle rozmrazeny potopenim do 37°C lazné a nasledné

obarveny PI. Na zaklad¢ analyz vzorkd zpracovanych uvedenou metodou dosli autofi

44



k zavéru, ze je vzorky mozné skladovat déle nez jeden rok bez detekovatelnych zmén ve
vysledcich DNA analyzy. Dale uvadéji, ze metoda mize byt pouzita pro uchovani
bunéénych suspenzi i kouskidl pevné tkan¢ (Vindelov a kol., 1983a). V jeji modifikaci
pak autofi dopliiuji protokol o trypsinizaci nefixovanych bunécnych jader a jejich
stabilizaci sperminem, vyhodou nové¢jsi procedury byla napt. absence bunéénych ztrat
v disledku uchovani nebo barveni a tedy i eliminace moznych artefakti (Vindelov
a kol., 1983b). Puvodni proceduru modifikovali rovnéz Gold a kol. (1991) specidlné pro
ptipravu a dlouhodobé uchovani rybich bunék k cytometrické analyze velikosti genomu
nebo obsahu DNA. Postup pro piipravu citratového pufru s 5% DMSO byl prevzat
(Vindelov a kol.,, 1983a), buiky vném byly rozpuStény a nasledovalo mrazeni
v tekutém dusiku a uchovavani v mrazaku pti -80 °C. Pro pratokovou cytometrii byly
vzorky pripraveny zahtatim na pokojovou teplotu, po kterém byly homogenizovany
vV 75% citratu sodném, filtrovany a kratce centrifugovany, supernatant byl slit a pelety
rozpustény ve specialnim roztoku PI k barveni s obsahem ribonukleasy. Centrifugace
a opétovné rozpousténi byly dvakrat opakovany a findlni suspenze ponechéana pti 4 °C
po dobu 20 minut a analyzovana. Autofi procedury uvadéji, Ze je ji mozné pouzit na
Siroky rozsah bunéénych nebo tkanovych typu, véetné krve, mekkych organt
a svaloviny. Ani pfechovavani vzorki po vice nez 8 meésicii nevedlo ke zménam
v odhadovanych velikostech genomu nebo CV, ktera se v priméru pohybovala od 2 do
5 % v zavislosti na typu analyzované tkan€ (Gold a kol., 1991).

Odlisny postup dlouhodobého uchovani rybich vzorkii byl navrzen Xavierem a kol.
(2017) na zakladé¢ vysledkii studie fixace ploutevnich vzorkl tetry saopaulské pro
naslednou analyzu priatokovou cytometrii. Protokol obsahoval umisténi vzorkt tkané do
0,9% NaCl a nasledné zmraZeni na -20 °C v mrazaku. Pied analyzou uskute¢niovanou
po 30 a 60 dnech uchovani byla tkan rozmrazena, vypirana v PBS a po dobu 30 minut
ponechdna ve specidlnim autory optimalizovaném roztoku pro lyzu s obfasnym
mixovanim. Nasledovalo barveni roztokem DAPI s PBS bez vapniku a méfeni
pratokovou cytometrii. Piky ve vzniklych histogramech ptisobily velmi ,,Cisté* a byly
obdobné tém, které byly ziskany analyzou kontrolni skupiny (nativnich vzorki). Pocty
¢astic vzorkli pfechovavanych 30 a 60 dni byly ve srovndni s Cerstvé odebranymi
tkanémi redukovany, stale vSak byly pIn€¢ dostacujici k uskutecnéni kvalitni analyzy.
Podobnd procedura byla zkouSena i pro piechovani izolovanych bunéfnych jader

z ploutve s tim rozdilem, ze v tomto pfipadé byla prvni provedena lyza a nasledovalo
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mrazeni, pfed uskutecnénim méteni byly pak vzorky rozmrazeny, centrifugovany
a vzniklé pelety jader rozpoustény v barvicim roztoku. Vtomto piipadé se vSak

analyzou nepodatilo ziskat zadné smysluplné vysledky.

2.6. Fixace rybich bunék a tkani v terénnich a provoznich

podminkach pro méreni obsahu DNA priitokovou cytometrii

Pritokova cytometrie mize byt pouzita k jednoduché analyze obsahu DNA velkého
mnozstvi bunék ve velmi kratkém Case a 1 pfesto s ni 1ze dosahnout vyssi piesnosti nez
v ptipad¢ ostatnich metod (Callis a Hoehn, 1976). Z téchto divodu se jeji aplikace pro
dany ucel jevi jako jeden z nejatraktivnéjsich piistupt (Ciudad a kol., 2002). Aby vsak
probéhlo méfeni pratokovou cytometrii UspesSn€, je nejprve nutné piipravit kvalitni
buné€nou suspenzi. Pro jeji zhotoveni je idealni pouzit nativni vzorky, to vSak nemusi
byt z riznych divodlt vzdy mozné (Rousselle a kol., 1998). Fixace vzorki je v tomto
piipad€ adekvatni alternativou, jejiz optimalizace miize v né€kterych ptipadech umoznit
zisk natolik kvalitnich vystupii cytometrické analyzy, ze jsou v podstaté srovnatelné
S métenim Cerstvych vzorkl (Lamatsch a kol., 2000). V minulych letech byla pro fixaci
rybich bunék a tkéani predstavena celd tada protokolli, jejichz tc¢innost byla autory
experimentalné ovéfena a potvrzena (Allen, 1983; Vindelov a kol., 1983b; Gold a kol.,
1991; Brown a kol., 2000; Lamatsch a kol., 2000; Xavier a kol., 2017). Rada z nich ma
vSak nanestésti ur€ita specifika, kterda mohou komplikovat vyuziti téchto protokoli
v praxi. Brown a kol. (2000) napiiklad pozorovali, ze uroven fluorescence emitované
obarvenymi buiikami se v piipad¢ jimi pouzité metodiky v ¢ase méni, jeji aplikace je
tudiz omezena na odliSeni ploidnich Grovni porovnavanim vzorka fixovanych stejnym
zpusobem a piechovavanych pfi totoznych podminkach po pfiblizn¢€ stejn¢ dlouhou
dobu. Jinym tskalim existujicich protokolii miize byt Casova narocnost piipravy vzorku,
kterou lze jednoduSe demonstrovat napiiklad pocétem centrifuga¢nich krokli (Burns
a kol., 1986). Allen (1983) vyuzil pted analyzou vzorkid celkem pét centrifugacnich
krokt, Gold a kol. (1991) tfi, Brown a kol. (2000) ctyfi, Lamatsch a kol. (2000) dva.
V nékterych piipadech jsou navic centrifugace realizovany vramci kroki
prodluzujicich uchovatelnost biologického materidlu, tedy kratce po odbéru vzorki
a pfed jejich skladovanim (b&hem néhoZ s nimi neni manipulovano). S tim se lze setkat
naptiklad u protokolu Allena (1983) a Lamatsch a kol. (2000), v neposledni fadé vSak

také u mnoha fixacnich protokolii, s nimiz bylo dosazeno dobrych vysledka pfti fixaci
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jinych bunék nez rybich (napt. Overton a McCoy, 1994; Darzynkiewicz a Juan, 1997,
Rousselle a kol., 1998). Vsechny tyto komplikace mohou v relativné béznych situacich
vést k tomu, Ze je aplikace daného protokolu slozita nebo zcela vyloucena.

Jednou z takovych situaci mize byt odbér vzorkl v terénnich podminkach, béhem
n¢hoz je pouziti procedury k prodlouzeni uchovatelnosti vzorkli ¢asto nevyhnutelné,
naroky na jeji jednoduchost jsou vSak vyssi nez kdy jindy. K jejich maximalizaci pak
dochazi, pokud je zapotiebi odebirat a zpracovavat velkd mnozstvi vzorki, s ¢imz se 1ze
Vv praxi setkat relativné Casto (Xavier a kol., 2017). Pii stanovovani absolutniho obsahu
DNA konkrétniho druhu je naptiklad zpracovani vétSitho mnozstvi vzorkii vyhodné
z divodu zisku relevantnich statistickych vystupti (Ciudad a kol., 2002). Jinym
ptikladem mutze byt terénni odbér vzorkl z velkého mnozstvi jedincli za ucelem
determinace jejich ploidni urovné (Brown a kol., 2000), naptiklad pfi zkoumadani
hybridnich diploidné¢ — polyploidnich druhovych komplext tieba u roda Cobitis,
Squalius a Carassius (Flajshans a kol.,, 2013) nebo spontanni triploidie, jez byla
pozorovana u celé fady rybich druht (Benfey, 1989). Flajshans a kol. (2013) dokonce
uvadi, Ze v zésad¢ zaleZi pouze na dostatecné velikosti analyzovaného vzorku dané
populace, aby byl spontanné vznikly 3n jedinec nalezen. V soucasné dobé¢ je vyvijeno
velkeé usili pro odhalovani spontannich triploidii naptiklad u jeseterovitych ryb, u nichz
3n stav nevyluéuje plodnost jedinct (PSenicka a kol., 2011; Havelka a kol., 2014).

Pouziti prutokové cytometrie je velmi vyznamné také pii hodnoceni uspéSnosti
indukce polyploidie, kterd miize mit experimentalni charakter, 1ze ji vSak vyuzivat
rovnéz ve Slechtitelské a chovatelské praxi. V poslednich dvou ptipadech miize byt
polyploidizace u ryb provadéna masové (Flajshans a kol., 2013) a tehdy je pro ovéieni
jeji efektivity zapotiebi odebrat velké mnozstvi vzorki v provoznich podminkach
(Havelka a kol., 2012). V rybi akvakultufe je nejbéznéjsi cilené vyvolavani 3n stavu
(FlajShans a kol., 2013), za ucelem trzni produkce ryb o vys$8§i hmotnosti, ¢i pro
produkei sterilnich ryb vys$Sich hmotnostnich kategorii pro vysazovani do volnych vod
(Piferrer a kol., 2009). Ovéfovani 3n pivodu vysazovanych ryb s piedpokladem jejich
sterility je obzvlast’ dilezité, pokud jsou jedinci nasazovani do mist, kde se vyskytuji
fragmenty plvodnich populaci autochtonnich druhli, a to z divodu zabranéni
genetickému impaktu na tyto populace (Glover a kol., 2016).

Jednoduchd a spolehlivd metoda k prodlouZeni uchovatelnosti vzorki by mohla

Vv celé fad€ piipadii usnadnit aplikaci pritokové cytometrie jakoZto ndstroje k méteni
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obsahu DNA (Vindelov a kol, 1983a). Aby fixa¢ni metoda splnila v uvedenych
situacich svij ucel, musi umoziovat uchovani vzorkii bez ztraty jejich kvality
minimalné¢ po dobu nékolika dni, ddle by se méla vyznacovat snadnou proveditelnosti
S pouzitim bézn¢ dostupného vybaveni (Lanier a Warner, 1981) a predevSim pak
casovou nendroc¢nosti, tedy naptiklad i absenci vyssiho poctu centrifugac¢nich krok,
které mohou navic vést k bunéénym ztratdm. Pti splnéni vSech téchto pozadavkl by
meéla byt metoda dostatecné robustni a spolehliva a umoziovat zisk vysledka, které by
se svou presnosti blizily vysledkim ziskanym analyzou nativnich vzorkd (Vindelov
a kol., 1983a). VSechny vySe zminéné naroky spliiuje pouze protokol Vindelova a kol.
(1983a), ktery nebyl ptivodné navrzen pro prodlouzeni uchovatelnosti rybich bunék, ale
byl k tomuto ucelu riznymi autory mnohokrat uspésné pouzit (Burns a kol., 1986;
Dawley a kol., 1997; Lingenfelser a kol.,1997a,b), a protokol Xaviera a kol. (2017) pro

prodlouZeni uchovatelnosti ploutevnich vzorkt tetry saopaulské.
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3. Material a metodika

V praci byly pouzity dva modelové rybi druhy: jeseter maly (Acipenser ruthenus)
jako zastupce ryb chrupavcitych a lin obecny (Tinca tinca) reprezentujici ryby kostnaté.
Od obou druhii byly ziskavany tii typy vzorkd — krev, ploutevni tkadn a ocasni tkan
plidku. Vzorky krvi a ploutvi byly odebirany z diploidnich (pfedem otestovanych)
jedincii jesetera malého o stafi 1 — 2 roky a lini obecnych 5 — 8 let starych. Plidek byl
vzorkovan pfed obdobim piechodu na exogenni vyzivu a od obou modelovych druhti
byl ziskan z umélého vytéru, pii kterém bylo postupovano dle metodik Gely a kol.
(2008) a Koufila a Podhorce (2011). Na vSechny odebrané vzorky byly uplatiovany
ruzné procedury k jejich fixaci a uchovani.

1., 5. a 10. den od zafixovani vzorki byla provadéna analyza na prutokovém
cytometru. Tésn¢ pfed jejim uskuteCnénim byl do kazdého piipraveného vzorku
pridavan standard. Podle metodiky Bytyutskyy a kol. (2014) byly pro analyzu vSech
pouzitych vzorku z jesetera jako standard zvoleny nativni somatické bunky lina, které
pochazely z ploutevni tkdn€. Pro méfeni vSech typl vzorkd pochazejicich z lina
obecného byly jako standard ptidavany komeréné dodévané fixované a fluorescencné
znacené erytrocyty pstruha duhového (DNA Control UV, Sysmex Partec GmbH,
Némecko).

Odbéry a fixace vzorki probihaly v akvarijni mistnosti Vyzkumného ustavu
rybaiského a hydrobiologického ve Vodianech a v Genetickém rybafském centru
Fakulty rybaistvi a ochrany vod ve Vodinanech (FROV JU). Skladovani a analyza
vzorki  byly uskutecnény v laboratofich Vyzkumného ustavu rybaiského
a hydrobiologického. Pokus byl provadén v souladu s projektem pokusi ,,Studium
biodiverzity, genetiky, fyziologické a reprodukéni variability a uzitkovosti vybranych
druhti sladkovodnich ryb“ schvalenym Odbornou komisi pro zajistovani dobrych
Zivotnich podminek pokusnych zvitat FROV JU a schvalenym MSMT CR. S rybami
bylo manipulovano podle principii zalozenych na EU harmonizované legislativé
0 ochrang zvitat v Ceské republice a podminek pée o pokusna zvifata stanovenych

narodnim Zakonem na ochranu zvitat proti tyrani (¢. 246/1992 Sb.).

3.1. Zvolené fixa¢ni metody

Na vSechny typy vzorkl obou pokusnych druhi byly uplatnény nasledujici fixacni

metody: fixace v 1% paraformaldehydu ve fyziologickém roztoku (0,9 % vodny roztok
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NaCl), fixace v 1%, 5%, 10%, 15% a 20% etanolu ve fyz. roztoku, mrazeni na -80 °C

v samotném fyz. roztoku, mrazeni na -80 °C v 1%, 5%, 10%, 15% a 20% etanolu ve

fyz. roztoku a mrazeni vzorkl v ptitomnosti kryoprotektantu podle metodiky Vindelova

a kol. (1982). Design experimentu je shrnut v Tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Design experimentu.

Teplota Teplota
Druh Typ Roztok pro fixaci pfi fixaci Druh Typ Roztok pro fixaci pFi fixaci
vzorku a vzorku a
uchovani uchovani
1% paraformaldehyd ve 1% paraformaldehyd ve
fyz. roztoku 0-4°C fyz. roztoku 0-4°C
1% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C 1% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C
5% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C 5% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C
10% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C 10% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C
15% EtOH ve fyz. roztoku i 0—4°C 15% EtOH ve fyz. roztoku - 0—4°C
20% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C 20% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C
krev fyz. roztok -80°C krev fyz. roztok -80°C
1% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 1% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
5% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 5% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
10% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 10% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
15% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 15% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
20% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 20% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
DMSO-citratovy pufr -80°C DMSO-citratovy pufr -80°C
1% paraformaldehyd ve 1% paraformaldehyd ve
fyz. roztoku 0-4°C fyz. roztoku 0-4°C
1% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C 1% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C
5% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C 5% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C
10% EtOH ve fyz. roztoku i 0—-4°C 10% EtOH ve fyz. roztoku | 0—-4°C
15% EtOH ve fyz. roztoku i 0—-4°C 15% EtOH ve fyz. roztoku | 0—-4°C
Jeseter | ploutevni | 20% EtOH ve fyz. roztoku i 0-4°C Lin ploutevni | 20% EtOH ve fyz. roztoku | 0-4°C
maly tkan fyz. roztok -80 °C || obecny tkan fyz. roztok -80°C
1% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 1% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
5% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 5% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
10% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 10% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
15% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 15% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
20% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 20% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
DMSO-citratovy pufr -80°C DMSO-citratovy pufr -80°C
1% paraformaldehyd ve 1% paraformaldehyd ve
fyz. roztoku 0-4°C fyz. roztoku 0-4°C
1% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C 1% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C
5% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C 5% EtOH ve fyz. roztoku 0-4°C
10% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C 10% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C
 15% EtOH ve fyz. roztoku : 0-4°C 1 15% EtOH ve fyz. roztoku | 0-4°C
ocalsvnl 20% EtOH ve fyz. roztoku | 0—4°C 0casnl | 20% EtOH ve fyz. roztoku | 0-4°C
tlfan fyz. roztok -80°C tlfan fyz. roztok -80°C
pladku pladku
1% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 1% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
5% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 5% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
10% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 10% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
15% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 15% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
20% EtOH ve fyz. roztoku -80°C 20% EtOH ve fyz. roztoku -80°C
DMSO-citratovy pufr -80°C DMSO-citratovy pufr -80°C
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3.2. Odbér vzorku

Krev byla odebirdna zocasni zily pokusnych jedinci obou druhti pomoci
inzulinovych stiikacek a jejimu srazeni bylo piedchazeno pouzitim heparinu podle
metodiky Svobodové a kol. (2012). Z kazdého pokusného jedince byl ziskan ptiblizné
1ml krve, ktera byla okamzit¢ davkovana do mikrozkumavek typu Eppendorf
naplnénych roztoky, vnichz probihala fixace. Do kazdé mikrozkumavky bylo
aplikovano po jedné kapce krve (priblizné¢ 50 ul) a jeji obsah byl poté okamzité
protiepan.

Vzorky ploutevni tkdné€ byly u obou rybich druhli odsttihavany z ocasnich ploutvi
pomoci chirurgickych nizek a pinzety. Z ploutve kazdé ryby byl nejprve odebran
ustfizek o velikosti ptiblizné 0,5 cm® Ten byl nésledné rozstiithdvdn na mensi Casti,
které byly vkladany do mikrozkumavek naplnénych roztoky, v nichz probihala fixace.
Do kazdé mikrozkumavky, jejiz obsah mél byt mrazen na -80 °C, byly umistovany
kousky tkang o velikosti mensi nez 0,5 mm?, do viech ostatnich kousky p¥iblizng 1 mm?
velké.

Plidek byl odebiran z odchovného Zlabu a ptfed dal$i manipulaci byl usmrcen
predavkovanim CO; a umistovan na Petriho misku pomoci kapatka. Do vSech
mikrozkumavek s roztoky, v nichz byla uskute¢iovana fixace, bylo poté kapatkem

vkladano po jednom kusu plidku.

3.3. Protokoly pro fixaci a uchovani vzorku

3.3.1. Fixace 1% paraformaldehydem a 1%, 5%, 10%, 15% a 20% etanolem
ve fyz. roztoku

Pro kazdy modelovy druh bylo piipraveno celkem 15 mikrozkumavek typu
Eppendorf naplnénych 1 ml cerstvé namichan¢ho 1% paraformaldehydu ve fyz.
roztoku, které byly umistény na led. 5 jich bylo uréeno pro vzorky krve, dalSich 5 pro
vzorky ploutevni tkan€ a poslednich 5 pro plidek. Nasledoval odbér vzorkl (kapitola
3.2), po kterém byly vzorky na ledu pfenaSeny do laboratofe a pfenddny do lednice.
Naésledujici den z ni byly na okamzik vyjmuty a opét umistény na led, aby se zamezilo
jejich ohfivani béhem manipulace pifi pokojové teploté. Poté bylo z vzorkii odebrano
mnozstvi potfebné k uskutecnéni cytometrické analyzy a nasledovalo jejich neprodlené
vraceni zpét do lednice. Tento postup byl znovu opakovan 5 a 10 dni po inicidlnim

vzorkovani.
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Pro fixaci vzorki kazdou zvolenou koncentraci etanolu byl opakovén zcela totozny
postup jako pro 1% paraformaldehyd, jen byly mikrozkumavky naplnény vzdy 1 ml
daného testovaného roztoku (1%, 5%, 10%, 15% a 20% etanol ve fyz. roztoku).

3.3.2. Mrazeni vzorku ve fyz. roztoku a 1%, 5%, 10%, 15% a 20% etanolu ve
fyz. roztoku

Pro fixaci vzorkl ve fyz. roztoku mrazem bylo nejprve nutné pro kazdy modelovy
druh ptipravit 45 mikrozkumavek typu Eppendorf naplnénych 1 ml fyz. roztoku
a umistit je na led. Nasledoval odbér vzorki (kapitola 3.2) — 15 mikrozkumavek bylo
uréeno vzorkim krve, 15 vzorkiim ploutevni tkan¢ a 15 pladku. Poté byly vzorky
neprodlené prepraveny do laboratofe a umistény do mrazaku udrzujiciho teplotu -80 °C.
Nasledujici den bylo 5 vzorki zmrazené ploutevni tkan€, 5 vzorkid plidku a 5 vzorkt
krve vyjmuto z mrazaku a pieneseno do vodni lazné, ktera vznikla napusténim 1 litru
teplé¢ pitné vody do kadinky odpovidajici velikosti. Po rozmrazeni bylo mozné zacit
vzorky ptipravovat na cytometrickou analyzu. Rozmrazeni a analyza probihaly stejnym
zpusobem 5 a 10 dni po inicidlnim vzorkovani.

Pro mrazeni vzorkl v kazdé ze zvolenych koncentraci etanolu byl opakovan zcela
totozny postup jako pii mrazeni ve fyz. roztoku, jen bylo 45 mikrozkumavek na zacatku
uréeno kazdé testované koncentraci etanolu ve fyz. roztoku (1 %, 5 %, 10 %, 15 %

a 20 %)

3.3.3. MrazZeni vzorki s kryoprotektantem

Pro mrazeni vzorku s kryoprotektantem bylo pro kazdy modelovy druh ptipraveno
45 mikrozkumavek obsahujicich po 1 ml DMSO-citratového pufru (Vindelov a kol.,
1982a). Odbér vzorkt probéhl stejné jako pii mrazeni ve fyz. roztoku, poté byly vSak
mikrozkumavky se vzorky okamzité umistény na suchy led (viz Pfiloha ¢. 1). Odtud
byly po dokonalém zmraZeni vyjmuty a uloZeny do mrazaku (-80 °C). Rozmrazovani po
1, 5 a 10 dnech od inicidlniho vzorkovéni probihaly stejné jako pii proceduie mrazeni

ve fyz. roztoku.

3.4. Kontrolni (nativni) vzorky
Pokazdé, kdyZ byly z konkrétniho jedince odebirany vzorky krve nebo ploutevni
tkané pro zpracovani riznymi zpusoby k prodlouZeni uchovatelnosti, odebrany materil

byl zaroven piipravovan také k okamzité analyze v nativnim stavu. 5 mikrozkumavek
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naplnénych 1 ml fyz. roztoku bylo uréeno vzdy pro krev a dalSich 5 pro ploutevni tkéan
vzorkované ryby. Nativni vzorky byly pfipravovany také z ocasni tkané plidku, i pro
néj bylo nachystano 5 mikrozkumavek s 1 ml fyz. roztoku. Pfi odbéru vSech vzorki,
které mely byt méfeny v nativnim stavu, byla pouzita stejnd metodika jako pii odbérech
vzorki pro uplatnéni fixacnich procedur (kapitola 3.2). Nasledoval neprodleny transport

do laboratote, kde prob¢hla okamzita analyza.

3.5. Priprava vzorki na analyzu prutokovou cytometrii

3.5.1. Krev

Z kazdé mikrozkumavky obsahujici krevni vzorek byly nezavisle na pouzité fixa¢ni
procedufe mikropipetou odebirany 2 ul, které byly nasledné aplikovany do 1,5 ml
jednostupnového  fluorescenéniho  barviva  4’°,6-diamidino-2-fenylindol  (DAPI)
s excitatnim/emisnim maximem 358 / 461 nm (Cystain DNA 1 step — Staining
Solution, Partec GmbH, Némecko), jez bylo pfedem napipetovano do zkumavek. Obsah
zkumavek byl dikladné homogenizovan pomoci minittepacky (Minishaker MS2, 1KA,
Némecko) a nasledn€ inkubovan po dobu minimalné 10 minut. Po jejich uplynuti byly
vzorky piipraveny k filtraci pies 30um filtry (CellTrics, Partec GmbH, Némecko) do

kyvet (viz Ptiloha ¢. 2) a po pfidani standardu také k cytometrické analyze.

3.5.2. Ploutevni tkan

Vzorky ploutevnich tkani byly nejprve pinzetou vyjmuty z roztokt, v nichz byly
fixovany, a umistény do mikrozkumavek, které¢ byly dopifedu mikropipetou naplnény
200 pl pufru pro extrakci bunécnych jader (Nuclei Extraction Buffer + Extraction buffer
reagent, Genetrac, CR). V piipadé metod zaloZenych na mraZeni byly do pufru
vkladany celé fixované kousky ploutevnich tkani, u ostatnich metod byly pro umisténi
do pufru z kousku tkani odsttihavany vzdy pfiblizné tietinové Casti (zbytek tkané byl
rychle vracen zpét do svého fixacniho roztoku a zanedlouho také do lednice).
EfektivngjSiho uvoliovani bunék do pufru bylo dosazeno pomoci rucniho
homogenizatoru (Pellet pestles cordless motor, Kimble, USA), kterym byl kazdy
pfipravovany vzorek zpracovavan piiblizné 5 s. Po pouziti homogenizatoru byly
vSechny vzorky ponechidny bez dal$i manipulace po dobu minimalné¢ 10 min. Po
uplynuti inkubac¢ni doby bylo zkazdého ptipravovaného vzorku za ucelem sniZeni

mnozstvi bun€k v ptipravované suspenzi odebrano 100 pl. Do zbylych 100 pl suspenze
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bunék v pufru byl mikropipetou pfidan 1 ml DAPI (Staining Buffer; DAPI, Genetrac,
CR). Nasledovala homogenizace pomoci minitfepatky a poté byla suspenze
prefiltrovana pfes 30um nylonovy filtr do kyvety pro pratokovou -cytometrii

a pripravena k ptidani standardu a méteni.

3.5.3. Ocasni tkan plidku

Pladek byl pomoci kapatka prendavan z roztoku, v némz byl fixovan, na hodinové
sklicko. Odbér vzorku tkané pro cytometrickou analyzu probihal za pouziti skalpelu,
kterym byla odd&lena &ast ocasku o velikosti mensi nez 0,5 mm?. Césti odebrané tkand
byly umistovany do mikrozkumavek naplnénych 200 pl pufru pro extrakci bunécnych
jader a po dobu 5 s mélnény v pufru tyCinkou ru¢niho homogenizatoru. Vysledna
suspenze byla 10 min inkubovana a poté bylo do kazdé¢ mikrozkumavky mikropipetou
pfidano po 1 ml barviva DAPI. Po promichani za pouZiti minitfepacky byly findlni
suspenze bunék filtrovany ptes 30um filtry do kyvet a po ptidani standardu ptipraveny

k méfeni.

3.5.4. Standard a jeho pridavani

Komer¢né dostupna suspenze fixovanych pstruzich erytrocyti byla pfipravena
k okamzitému pouziti. Suspenzi nativnich bunék lina obecného bylo vsak pied kazdym
méfenim nutno pfipravit. Piiprava spocivala v odbéru kousku ploutve vzdy stejného
jedince lina obecného do fyz. roztoku, nastiihani na zhruba 1 mm? velké &asti a jejich
vkladani do mikrozkumavek s 200 ul pufru pro extrakci bunéénych jader. Nasledovalo
5s mé¢lnéni za pouziti ru¢niho homogenizatoru, 10 min dlouha inkubace a na zavér
piidani 1 ml fluorescen¢niho barviva DAPI a filtrace do kyvet pies 30um nylonové
filtry.

JelikoZ se od sebe jednotlivé pfipravené vzorky liSily v poctu obsazenych bunck,
bylo pro né¢ mnozstvi pfiddvaného standardu vzdy optimalizovdno tak, aby pfi
cytometrické analyze smési standardu se zkoumanym vzorkem vznikaly dva snadno
detekovatelné piky. Do kazdého vzorku bylo nejprve pipetovano 200 pl suspenze
standardu, coz bylo optimalni mnozstvi pro naprostou vétSinu vzorkt. Pokud se pti
nasledném meéfeni v histogramech objevily dva dobie patrné piky, analyza pokracovala.
V ptipadech, kdy byl pik vznikly analyzou bunék standardu Spatn€ rozpoznatelny vedle
piku pochézejictho ze zkoumaného vzorku, bylo méfeni pozastaveno, mnoZstvi

standardu zvySeno a méfeni opakovano. Pokud byl naopak detekovatelny pouze pik
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standardu, cely vzorek byl pro analyzu na pritokovém cytometru pfipraven znovu
a tentokrat bylo pfidavano fadoveé nizs§i mnozstvi standardu az do doby, nez byl pomér
mezi mnozstvim vzorku a standardu optimalizovan. Jinym pifipadem vSak bylo, kdyz
byl pik standardu dobfe patrny, ale namisto druhého piku bylo mozné rozpoznat jen
velké mnozstvi bunécného Sumu. V této situaci nebyl pomér mezi vzorkem

a standardem dale upravovan.

3.6. Méreni na prutokovém cytometru

Veskera méfeni byla realizovana na prutokovém cytometru Partec CCA 1 (Partec
GmbH, Némecko) (viz Ptiloha ¢. 3). Gain byl nastaven na 440,5. Rychlost pratoku
suspenze bunéénych jader komirkou cytometru byla volena podle koncentrace ¢astic
v suspenzi. Nejprve byla nastavena takova rychlost, aby komirkou prochazelo vice nez
100 bun€k. Prvni vznikajici histogramy byly nékolikrat vymazany a byl pozorovan
vznik dvou pikii. Potfebna presnost méteni byla dosazena naslednym snizenim rychlosti
na takovou uroven, aby komirkou cytometru prochdzelo po celou dobu vzniku
findlniho histogramu ptiblizn€¢ do 20 bunck za sekundu V piipadé suspenze erytrocytti
a do 30 bun¢k za sekundu u suspenzi bunck z ploutevni tkané a ocasni tkané plidku.
Kazdy findlni histogram vznikl analyzou minimaln¢ 1000 bunck. Histogramy byly
dasledné ukladany a naméfené hodnoty zapisovany do programu Excel. Po analyze
jednoho vzorku byla komurka pratokového cytometru vzdy nékolikrat proplachnuta,

aby nedoslo ke kontaminaci vzorku nésledujiciho.

3.7. Hodnoceni vysledku

Vysledky méfeni byly zpracovavany v tabulkovém procesoru MS Excel a programu
Statistica. Hlavnimi parametry, od nichZ se odvijelo hodnoceni u¢innosti jednotlivych
fixa¢nich metod, byly hodnoty zmétenych varia¢nich koeficientli a irovni fluorescenci.
Efektivita testovanych fixac¢nich metod byla samostatné hodnocena vzdy v ramci
konkrétniho typu vzorku (krev, ploutevni tkan, ocasni tkan plidku) konkrétniho rybiho

druhu (lin obecny, jeseter maly).

3.7.1. Varia¢ni koeficienty (CV)
Nejprve byly vyhodnocovany primérné CV z hodnot naméfenych pro nativni

vzorky a vzorky fixované po dobu 1, 5 a 10 dni riznymi testovanymi metodami.
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Vzorky, jejichz analyzou nevznikl detekovatelny pik odlisitelny od piku standardu nebo
vzorky s hodnotou CV vyssi nez 10 %, byly oznaCeny za neméftitelné a nebyly do
hodnoceni primérnych CV zahrnuty. Ve formé tabulky pak byly primérné CV pro
jednotlivé metody a délky uchovani shrnuty a zaroven bylo uvedeno, kolik procent ze
vSech méfenych vzorkil se na sestavovani primérnych hodnot CV podilelo (tzn. podil
poctu métitelnych vzorkl na celkovém poctu analyzovanych vzorkl pro danou metodu
a den analyzy) (Tabulka ¢. 2, 4, 6, 8, 10, 12). Metody, s jejichZz pouzitim bylo mozné
metit 100 % vzorkd 1., 5. 1 10. den, byly vybrany pro sestaveni grafu ilustrujiciho
prumérné hodnoty CV (Graf ¢. 1, 5, 7, 11). Z téchto metod byly do zavérecného shrnuti
vybrany ty, jejichz praimérné CV po 1, 5 ani 10 dnech fixace nepiekrocily zvolenou
hranici 3 %.

V piipadé nékterych typti vzorkll nebyla zjisténa zadna nebo byla zjisténa pouze
jedina metoda, ktera umoziiovala analyzovat 100 % vzorkl 1., 5. 1 10. den a souCasné
jeji pruimérné CV zadny den nepiekroCily uroven 3 %. Tehdy byly k sestaveni grafu
krom¢ metod umoznujicich analyzu 100 % vzorki 1., 5. 1 10. den vybrany i1 metody,

s nimiz bylo 100 % vzorkl GspéSn€ zméteno jen 1. a 5. den (Graf €. 3, 9).

3.7.2. Fluorescence

Pro zjistovani zmén ve fluorescenci vzorki, ke kterym dochazelo pii pouziti
riznych fixaCnich metod, byly nejprve vypocitdny hodnoty pomérti nameétfené
fluorescence standardu/naméiené fluorescence vzorka (dale uz jen Fg/Fy;), které byly
dale hodnoceny. Hodnoty pomérii fluorescence standardu/fluorescence nativnich vzorkt
(dale uz jen Fst/Fuativnich vz.) @ poméra fluorescence standardu/fluorescence fixovanych
vzorkid (dale uz jen Fst/Ffixovanyen vz) DYly pro kazdou metodu a den analyzy
zpramérovany. Do hodnoceni prumérnych F/F; jednotlivych metod nebyly zafazeny
vzorky, které byly pii sestavovani vysledki CV shleddny neméfitelnymi. Vysledné
prumérné hodnoty Fy/Fy; byly pro jednotlivé metody a délky uchovani shrnuty ve
formé tabulky, v niZ byl zaroven uveden procentudlni podil poctu méfitelnych vzorkl
na celkovém poctu analyzovanych vzorki pro danou metodu a dobu analyzy (Tabulka
¢. 3,5, 7,9, 11, 13). Poté byl sestaven graf primérnych Fs/F,., do kterého byly
vybrany stejné fixatni metody jako do grafu primérnych hodnot CV (Graf €. 2, 4, 6, 8,
10, 12). Pro tyto metody byly do grafu indexy vyznaceny statistické rozdily

Fst/Frativnich vz. & Fst/Fixovanyeh vz. uchovavanych po 1, 5 a 10 dni. Hodnoceni vyznamnosti
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rozdili Fs/Fy;. bylo uskutecnéno v programu Statistica. Analyzou homogenity varianci
pomoci Cochran C, Hartley, Bartlett testi bylo prokazano, ze data neméla normalni
rozdéleni. Na zakladé¢ této skuteCnosti byly rozdily Fg«/F,, hodnoceny pomoci
neparametrického Kruskal-Wallisova testu.

3.7.3. Zavére¢na shrnuti

Do zavére¢ného shrnuti byly vybrany metody, které spliiovaly podminku
mefitelnosti 100 % vzorkl po 1, 51 10 dnech a soucasné vykazovaly primérné CV nizsi
nez 3 %. Pro kazdou vybranou metodu bylo nésledné na zékladé vysledku statistického
porovnani shrnuto, zda se s jejim pouzitim zmeénily poméry Fs/Fixovangeh v2. OProti
Fst/Frativnich vz, €1 nikoliv. V nejidealnéjSich piipadech nebyl zjistén statisticky
vyznamny rozdil mezi Fg/Fnativnich vz. & Fst/Frixovanyeh vz Namétenych po 1, 5 ani 10 dnech.
V nekterych piipadech se jeden nebo vice Fst/Ffixovanyen vz Vyznamné liSilo od
Fst/Frativnich vz.. Tehdy byly uvedeny primémné Fg/Frativnich vz. @ Fst/Ffixovangeh vz. @ bylo
vypocitdno, o kolik procent se musely samotné primérné fluorescence fixovanych
vzorkli zménit oproti primérnym fluorescencim vzorkli nativnich, aby doslo k danym

zménam v hodnocenych pomérech.
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4. Vysledky

4.1. Jeseter maly — krev

4.1.1. Hodnoty varia¢niho koeficientu (CV) pri méreni relativniho obsahu DNA
nativnich vzorki krve jesetera, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka ¢. 2: Primémé CV ziskané analyzou nativnich krevnich vzorkd jeseteri malych
odebiranych do fyz. roztoku a krevnich vzorki pochazejicich z tychz ryb a fixovanych riznymi
metodami po zvolené asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zavorkach
informuji o tom, kolik procent vzorkli bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné
analyzovat (podil pocétu vzorkd, jejichz analyzou na pratokovém cytometru vznikl

detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na celkovém poc¢tu métenych vzorki).

244+0401 | 2596004 | 23780416 | 2,682+0,721
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
244+0401 | 2,022+0521 | 21340494 | 2,942 0477
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
244+0401 | 4924+2718 | 4102+1,953 | 3,708 +1,343
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2054 +0407 | 238+0441 | 218840528 | 1,940,844
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2,054 +£0407 | 2158+0,895 | 213+0592 | 2,188+0,799
(100 %) (100 %) (80 %) (80 %)
2192+£047 | 3658+0056 | 2882048 | 3,372+0,52
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2192+£047 | 3094+0528 | 273+0754 | 3,328+0525
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
244+0401 | 2534+0827 | 3096+0,542 | 2,7740,019
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2,44 +0,401 42012 31380524 | 27521214
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
244+0401 | 3522+0673 | 35441246 | 3,712+1,728
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
244+0401 | 5846+0,799 | 403+0494 | 551817
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1830478 | 2046+0,354 | 2,046+0348 | 2,2180,004
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2,054+0407 | 3,945 0,005 25004 | 244520,005
(100 %) (40 %) (40 %) (40 %)
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Graf ¢. 1: Primérné CV ziskané analyzou relativniho obsahu DNA nativnich krevnich vzorku
jeseteri malych odebiranych do fyz. roztoku a krevnich vzorkidl pochazejicich z tychz ryb

a fixovanych riznymi metodami po zvolené casové tiseky (1, 5 a 10 dni). 3% troven CV pro

m 1. den fixace

5. den fixace

| 10. den fixace

vyhodnocovani u€innosti jednotlivych fixacnich metod je zvyraznéna cervené.

4.1.2. Fluorescence pri méieni relativniho obsahu DNA nativnich vzorka krve

jesetera, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka €. 3: Primérné F/F,, pro nativni krevni vzorky z jeseter malych odebirané do fyz.
roztoku a krevni vzorky pochazejici z tychz ryb a fixované riznymi metodami po zvolené
asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zdvorkach informuji o tom, kolik
procent vzorkli bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné analyzovat (podil vzorki,

jejichz analyzou na pritokovém cytometru vznikl detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na

celkovém poctu métenych vzork).

0,651 + 0,01

0,624 + 0,006

0,649 + 0,008

0,641+ 0,033

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0651001 | 0624+0003 | 0642001 | 0593 0,007
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,651+£001 | 0666+005  068+0041 | 06730077
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,569 £0,004 | 0566002 | 0548+0,015 | 0,551+0,019
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,569 £0,004 = 0541+0014 053940009 & 0,539 + 0,008
(100 %) (100 %) (80 %) (80 %)
0,649+£0,005 | 0629+0,006 | 0623+0,007 | 0,617 +0,003
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
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0,649 £ 0,005 0,636 £ 0,002 0,63 £0,003 0,611 £ 0,002
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,651 £0,01 0,655 £ 0,004 0,653 £ 0,003 0,624 £ 0,02
(100 %) (100 %) (100%) (100 %)
0,651 £ 0,01 0,653 £ 0,005 0,657 £ 0,004 0,634 £ 0,004
(100 %) (100 %) (100%) (100 %)
0,651 £ 0,01 0,672 £ 0,027 0,655 £ 0,003 0,714 £ 0,094
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,651 £ 0,01 0,66 = 0,006 0,638 £ 0,032 0,683 0,05
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,586 + 0,003 0,544 £ 0,006 0,557 £ 0,002 0,529 0,002
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,569 + 0,004 0,823 £ 0,005 0,822 £ 0,003 0,769 0,001
(100 %) (40 %) (40 %) (40 %)
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Graf ¢. 2: Pramérné Fy/F,, pro nativni krevni vzorky z jesetert malych odebirané do fyz.
roztoku a krevni vzorky pochazejici z tychz ryb a fixované riznymi metodami po zvolené
casové useky (1, 5 a 10 dni). Statistické rozdily (P < 0.05) jsou vyznaceny indexy nad

jednotlivymi sloupci a byly hodnoceny vzdy v ramci jednoho typu fixativa.

4.1.3. Shrnuti vysledki fixace vzorkii krve jesetera pro méreni relativniho
obsahu DNA

Priklady histogramii z cytometrické analyzy obsahu DNA fixovanych krevnich
vzorkil jesetera malého jsou soucasti ptiloh (Pfiloha ¢. 4 a Ptiloha €. 5). Pfi pouziti
4 metod se podafilo zmé&fit vSechny fixované vzorky a sou€asné neptekrocit zadny den
méfeni primérnou 3% uroven CV. Témito metodami byla fixace 1%, 5% a 15%

etanolem a mraZeni vzorkl v pfitomnosti kryoprotektantu.
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Pouziti 15% etanolu souc¢asné vedlo pfi realizaci analyzy po 1, 51 10 dnech fixace
k zisku hodnot Fs/Ffixovanych vz, které se statisticky neodliSovaly od Fg/Frativnich vz.

Pti fixaci 1% etanolem byla zjiSténa statistickd odli$nost pouze mezi Fs/Ffixovanych
vz. zméfenymi po 1. dni fixace a poméry Fst/Fuativnich vz.. Fst/Ffixovanyeh vz 0dpovidal
v pruméru 0,624 + 0,006, zatimco Fg /Fpativnich vz 0,651 £ 0,01. Aby doSlo k této zméné
v pomérech fluorescenci, musela fixace zptsobit zvySeni prumérné fluorescence vzorku
0 4,33 %.

Rovnéz pii fixaci 5% etanolem byla zjiSténa jedna statisticka odliSnost mezi
Fst/Fixovangch vz @ Fst/Fnativnich vz, tentokrat byl vSak rozdil od hodnot nativnich vzorkt
zjistén po 10 dnech fixace. Tehdy Fst/Ffixovanych vz €inil primérné 0,593 + 0,007, zatimco
Fst/Frativnich vz, 0,651 = 0,01. Aby se tak mohlo stat, musela fluorescence fixovanych
vzorkll vzrist v priméru 0 9,78 % oproti fluorescenci vzorkl nativnich.

Pti analyze vzorkii mrazenych v kryoprotektantu byly zjiStény dvé statistické
odlisnosti Fst/Ffixovangeh vz. OProti Fst/Fuativich vz, @ to kdyz byly vzorky rozmrazovany
a analyzovany 1. a 10. den po svém zmrazeni. Tehdy primérné hodnoty Fs/Frixovanyeh vz.
odpovidaly 0,544 + 0,006 a 0,529 + 0,002 ve srovnani s Fs/Fuativnich v2. 0,586 + 0,003.
Primérnd uroven fluorescence fixovanych vzorkt musela byt tudiz zvySena o 7,72 %

a 10,76 %.

4.2. Jeseter maly — ploutevni tkan

4.2.1. Hodnoty varia¢niho koeficientu (CV) pri méreni relativniho obsahu DNA
nativnich vzorka ploutevnich tkani jesetera, a vzorkd fixovanych uvedenymi

postupy

Tabulka ¢. 4: Primérné CV ziskané analyzou nativnich vzorkli ploutevnich tkéni jeseterd
malych odebiranych do fyz. roztoku a vzorki ploutevnich tkani pochazejici z tychz ryb
a fixovanych riznymi metodami po zvolené ¢asové tiseky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentuélni
hodnoty v zavorkach informuji o tom, kolik procent vzorkd bylo pro danou metodu a délku
uchovani mozné analyzovat (podil poctu vzorkd, jejichz analyzou na pratokovém cytometru

vznik detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu méfenych vzorki).

Nativni 1. den 5. den 10. den
EtOH 1% 2’42‘1800*%135 2’51010062;31 4’53(201'25511 (oq/o)
BOHIS% | “owy | doen | @ | @
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2448 £0435 | 2,692 0,496 0 0
(100 %) (100 %) (0 %) (0 %)
24480435 | 3144+0,847 | 4,706+1,863 | 3,938 1,957
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
24480435 | 345+1519 | 3492+0,988 | 3,678+ 0,892
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
24480435 | 505£2936 | 5498+1894 | 48881725
(100 %) (60 %) (80 %) (100 %)
24480435 | 5323+2704 | 6,620,961 | 6,661,992
(100 %) (80 %) (100 %) (80 %)
24480435 | 6,003+1636 | 4,92240,539 | 7,115%1,55
(100 %) (80 %) (100 %) (80 %)
24480435 | 334+0844 | 3876+0,994 | 4,231,356
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
24480435 | 3504+133 | 2,828+0,016 | 3474+1,383
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2,752 + 0,235 0 0 0
(100 %) (0 %) (0 %) (0 %)

(il

m Nativni ™ 1. den fixace

5.denfixace ®10. den fixace

Graf ¢. 3: Primémé CV ziskané analyzou relativniho obsahu DNA nativnich vzorkl

ploutevnich tkani jeseteri malych odebiranych do fyz. roztoku a vzorkt ploutevnich tkani

pochazejici z tychz ryb a fixovanych riznymi metodami po zvolené casové useky (1, 5

a 10 dni). 3% uroven CV pro vyhodnocovani ucinnosti jednotlivych fixacnich metod je

zvyraznéna cervene.

62



4.2.2. Fluorescence pii méreni relativniho obsahu DNA nativnich vzorku ploutevni
tkané jesetera, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka €. 5: Pramémé Fy/F,, pro nativni vzorky ploutevnich tkani z jeseter malych
odebirané do fyz. roztoku a vzorky ploutevnich tkani pochézejici z tychz ryb a fixované
riznymi metodami po zvolené Easové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentudlni hodnoty
v zavorkach informuji o tom, kolik procent vzorki bylo pro danou metodu a délku uchovani
mozné analyzovat (podil vzork®, jejichz analyzou na pritokovém cytometru vznikl

detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na celkovém poc¢tu metenych vzorki).

0,524+0,005 = 0532+0,004 0,537 +0,006 0
(100 %) (100 %) (80 %) (0 %)
0,524+0,005 | 053+0,007 | 054820015 0
(100 %) (100 %) (100 %) (0 %)
0,524£0,005 @ 0532+0011  0556+0,01 0,558 +0,016
(100 %) (100 %) (100 %) (40 %)
0,524+0,005 | 05260013 | 0,555 0,009 0,536
(100 %) (100 %) (60 %) (20 %)
0,524+0,005 0,516 +0,006 0 0
(100 %) (100 %) (0 %) (0 %)
0,524+0,005 | 0528+0,009 | 0521+0,025 | 0,537 +0,01
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524£0,005 = 0519+0,009 05210025 0529 0,01
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524+0,005 | 0524+0,007 | 05150012 | 0,505 0,03
(100 %) (60 %) (80 %) (100 %)
05240005 @ 0496 +0,005 0494+0,024 0,555 0,027
(100 %) (80 %) (100 %) (80 %)
0,524+0,005 | 0495+0,004 | 0506%0,014 | 0529+ 0,016
(100 %) (80 %) (100 %) (80 %)
05240005 0547 +0,017  0548+0,033 0,539 +0,012
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524£0,005 | 0515+0,012 | 0523+0,004 | 0,530,006
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,545 + 0,004 0 0 0
(100 %) (0 %) (0 %) (0 %)
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Graf ¢. 4: Pramérné Fg/F,,. pro nativni vzorky ploutevnich tkani z jeseterd malych odebirané do
fyz. roztoku a vzorky ploutevnich tkani pochazejici z tychz ryb a fixované riznymi metodami
po zvolené casové tseky (1, 5 a 10 dni). Statistické rozdily (P < 0.05) jsou vyznaceny indexy

nad jednotlivymi sloupci a byly hodnoceny vzdy v ramci jednoho typu fixativa.

4.2.3. Shrnuti vysledki fixace vzorku ploutevnich tkani jesetera pro méreni
relativniho obsahu DNA

Ptiklady histogramti z cytometrické analyzy obsahu DNA fixovanych vzorkl
ploutevnich tkani jesetera malého jsou soucasti ptiloh (Pfiloha ¢. 6 a Ptiloha ¢. 7). Pfi
hodnoceni vysledkli analyzy fixovanych ploutevnich tkani jesetera malého bylo
zjisténo, ze podminky métitelnosti vSech vzorki a zaroven prumérnych CV nizsich nez
3 % po 1, 5 a 10 dnech fixace nebyly soucasné splnény pii pouziti zadné fixacni
metody. Nejlepsi primérné CV byly ziskany pfi mrazeni ploutevnich vzorkl
v kryoprotektantu — 3,504 + 1,33; 2,828 + 0,016 a 3,474 + 1,383 %. Tato metoda
zarovenl umoznila GspéSné analyzovat vSechny vzorky a jeji aplikace nevedla k zisku

zadného statisticky vyznamného rozdilu mezi Fst/Fixovanych vz @ Fst/Frativnich vz..

4.3. Jeseter maly — ocasni tkan pludku

4.3.1. Hodnoty varia¢niho koeficientu (CV) pri méreni relativniho obsahu DNA
nativnich vzorki ocasnich tkani plidku jesetera, a vzorki fixovanych uvedenymi
postupy

Tabulka ¢. 6: Primérné CV ziskané analyzou nativnich vzorkd ocasnich tkani pladku jesetera
malého odebiranych do fyz. roztoku a vzorkd ocasnich tkani plidku téhoz druhu fixovanych
riznymi metodami po zvolené ¢asové tseky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentudlni hodnoty

v zavorkach informuji o tom, kolik procent vzorkd bylo pro danou metodu a délku uchovani
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mozné analyzovat (podil po¢tu vzorki, jejichz analyzou na pritokovém cytometru vznikl

detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu méfenych vzorki).

2,614 £ 0,622 2,2£085 2,396 £ 0,749 4,72
(100 %) (100 %) (100 %) (20 %)
26140622 | 2,358+0419 | 54941224 | 2,527 40,845
(100 %) (100 %) (100 %) (60 %)
26140622 | 3004+0518 | 3,908+ 0476 0

(100 %) (100 %) (80 %) (0 %)
2,614 0,622 2,6 0 0

(100 %) (20 %) (0 %) (0 %)
26140622 | 484£023 4,59 +0,48 0

(100 %) (40 %) (40 %) (0 %)
18820417 | 2616£0437 | 2,016+£052 | 2,15%0,385

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
18820417 | 2774+044 | 305+0671 | 2,006+ 0431

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
18820417 | 3698+0912 | 5196+1,347 | 559 1,279

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
18820417 | 4568+0717 | 52+1961 | 50621183

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
18820417 | 6436+0988 | 6,08+1303 | 573%1,147

(100 %) (100 %) (80 %) (80 %)
1880417 | 236+0836 | 27180494 | 2,444 £0,024

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1880417 | 2248+0384 | 14420019 | 2,266 0,388

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2,614 0,622 3,12 0 0

(100 %) (20 %) (0 %) (0 %)
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Graf ¢. 5: Primérné CV ziskané analyzou relativniho obsahu DNA nativnich vzorkd ocasnich

tkani pludku jesetera malého odebiranych do fyz. roztoku a vzorki ocasnich tkani plidku téhoz
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druhu fixovanych riznymi metodami po zvolené ¢asové useky (1, 5 a 10 dni). 3% troven CV

pro vyhodnocovani ucinnosti jednotlivych fixa¢nich metod je zvyraznéna Cervene.

4.3.2. Fluorescence pri méreni relativniho obsahu DNA nativnich vzorki ocasnich
tkani plidku jesetera, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka ¢. 7: Pramérné Fg/F,, pro nativni vzorky ocasnich tkani plidku jesetera malého
odebirané do fyz. roztoku a vzorky ocasnich tkani plidku téhoz druhu fixované riznymi
metodami po zvolené ¢asové tiseky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zavorkach
informuji o tom, kolik procent vzorkli bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné
analyzovat (podil vzorku, jejichZ analyzou na prutokovém cytometru vznikl detekovatelny pik

s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu méfenych vzorki).

0514001 = 049+0004  0512+0,008 0,544
(100 %) (100 %) (100 %) (20 %)
0514+001 | 0498+0,005 | 0528+0,019 | 0,520,004
(100 %) (100 %) (100 %) (60 %)
0514+001 050740007  0515+0,005 0

(100 %) (100 %) (80 %) (0 %)
0,514 £ 0,01 0,507 0 0

(100 %) (20 %) (0 %) (0 %)
0514001 = 0574+0,039 = 0,569 0,007 0

(100 %) (40 %) (40 %) (0 %)
0,524+0,003 | 0526+0,004 | 051940006 | 0,522 0,004

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524+0,003 = 0517+0005 0512£0,004 0,513 +0,004

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524 +0,003 | 0,506+0,003 | 0503+0,009 | 0,515z 0,003

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0524+0,003 = 0,497+0,006 & 05130014 = 0494 +0,013

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524 £0,003 | 0488+0,008 | 0474+0,013 | 0,488 +0,011

(100 %) (100 %) (80 %) (80 %)
0,524+0,003 = 0,521+0,003 = 0516+0,002 0,527 +0,003

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,524 £0,003 | 0524+0,001 | 0526+0,001 | 0,535+ 0,003

(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
0,514 0,01 0,515 0 0

(100 %) (20 %) (0 %) (0 %)
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Graf ¢. 6: Praimérné Fy/F,; pro nativni vzorky ocasnich tkani plidku jesetera malého odebirané
do fyz. roztoku a vzorky ocasnich tkani plidku téhoz druhu fixované riznymi metodami po
zvolené casové useky (1, 5 a 10 dni). Statistické rozdily (P < 0.05) jsou vyznaceny indexy nad

jednotlivymi sloupci a byly hodnoceny vzdy v ramci jednoho typu fixativa.

4.3.3. Shrnuti vysledki fixace vzorki ocasnich tkani plidku jesetera pro
méreni relativniho obsahu DNA

Priklady histogramti z cytometrické analyzy obsahu DNA fixovanych vzorka
ocasnich tkani pliidku jesetera malé¢ho jsou soucdsti pfiloh (Pfiloha ¢. 8 a Ptiloha €. 9).
Usp&na analyza vSech vzorkii ocasnich tkani jeseteftho plidku vedouci k zisku
pramérnych CV nizSich nez 3 % po vSechny stanovené €asové tseky (1., 5., a 10. den)
byla realizovana za pouziti 3 fixa¢nich metod zaloZenych na mrazeni: mrazeni v 1%
etanolu, fyziologickém roztoku a DMSO.

Fst/Ffixovanyeh v2. pro mrazeni vzorkt v 1% etanolu a fyz. roztoku se od Fst/Fuativnich vz.
statisticky neodliSovaly.

V piipadé mrazeni v DMSO byly Fst/Fixovanych vz. 0d1isné od Fst/Frativnich vz V jednom
ptipadé — pifi méfeni po desetidennim uchovani. Zatimco Fsi/Fnativnich vz 0dpovidal
0,524 + 0,003, Fst/Fiixovanych v2. ¢inil po deseti dnech uchovani 0,535 + 0,003. Primérna
urovenl fluorescence fixovanych vzorkid tedy byla o pouhych 2,06 % niZ§i nez

U nativnich vzork.
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4.4. Lin obecny — krev

4.4.1. Hodnoty varia¢niho koeficientu (CV) pfi méreni relativniho obsahu DNA
nativnich vzorki krve lina, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka ¢. 8: Primémé CV ziskané analyzou nativnich krevnich vzorkli lini obecnych
odebiranych do fyz. roztoku a krevnich vzorkii pochazejicich z tychz ryb a fixovanych riznymi
metodami po zvolené asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zavorkach
informuji o tom, kolik procent vzorkli bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné
analyzovat (podil pocétu vzorkd, jejichz analyzou na pritokovém cytometru vznikl

detekovatelny pik s CV mensim nez 10 %, na celkovém poctu méienych vzorki).

1984 £0495 | 2582+0598 | 2322+0572 | 2,758+ 0,489
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1984 £0495 | 3070£0511 | 1,664+0503 | 3472+1,909
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1984 £0495 | 1944+0819 | 30580564 | 4,234 +1,801
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1984 £0495 | 1902+0,023 | 327+1682 | 3,807 1,263
(100 %) (100 %) (100 %) (60 %)

1984 £0495 | 2128+0932 | 4,250+ 1,689 3
(100 %) (100 %) (80 %) (20 %)
1684 £0522 | 51181857 | 29940513 | 3,728 +0,562
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1684 £0522 | 64662453 | 49621375 | 4,166+ 0,49
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1684 £0522 | 39140032 | 433+1244 | 4,08+1919
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1684 £0522 | 7,598+0,749 | 7,872+1,048 | 6878+1,185
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1684 £0522 | 44881367 | 3,032+0525 | 2978+0,637
(100 %) (100 %) (100 %) (80 %)
2,716+0,398 | 32760609 | 54562247 | 38180407
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
27840711 | 2,2712+0475 | 2290£0511 | 1736054
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1684 £0522 | 25320026 | 26681306 | 1532+0,835
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
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Graf ¢. 7: Primérné CV ziskané analyzou relativniho obsahu DNA nativnich krevnich vzorkt
lini obecnych odebiranych do fyz. roztoku a krevnich vzorkd pochazejicich z tychz ryb
a fixovanych riznymi metodami po zvolené casové tiseky (1, 5 a 10 dni). 3% troven CV pro

vyhodnocovani ucinnosti jednotlivych fixacnich metod je zvyraznéna Cervené.

4.4.2. Fluorescence pii méreni relativniho obsahu DNA nativnich vzorki krve lina,
a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka ¢. 9: Pramérné F/F,; pro nativni krevni vzorky z linti obecnych odebirané do fyz.
roztoku a krevni vzorky pochazejici z tychz ryb a fixované riznymi metodami po zvolené
asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zavorkach informuji o tom, kolik
procent vzorkli bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné analyzovat (podil vzorki,
jejichz analyzou na prutokovém cytometru vznikl detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na

celkovém poctu méfenych vzorki).

20160010 = 2277+0,056 & 2,288+0,025 | 2,218+0,050
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
20160010 | 2386+0,069 | 2,352+0047 | 2,339 £0,037
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
20160010 | 2355+0014 | 2,380£0,062 | 2,442 +0,046
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
20160010 | 2353+0,037 | 2,354+0057 | 2,413+0,023
(100 %) (100 %) (100 %) (60 %)

20160010 | 2055+0,069 | 2,247 %0,117 2,162
(100 %) (100 %) (80 %) (20 %)
1923£0,014 | 2,069+0074 | 1953+0,008 | 1,934 0,025
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1923+0,014 | 2,245+0,153 | 20040051 | 1,850 +0,025
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1923+0,014 | 2,263+£0056 | 2368+0,067 | 2212%0,105
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1923+0,014 | 2,593+0,076 | 2488+0,089 | 2,3320,040
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)

69




1923£0,014 = 2113+£0068 | 19460057 | 1,961 0,083
(100 %) (100 %) (100 %) (80 %)
21500016 | 2,143£0024 | 2,114%0,069 | 1,976 +0,066
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
21150025 | 1,889+0043 = 1951£0,034 | 1,9610,04
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1923+£0,014 | 2,525+0,022 | 2579+0,062 | 2,483%0,015
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
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Fluorescence standard/vzorek

Graf ¢. 8: Primérné F/F,, pro nativni krevni vzorky z linti obecnych odebirané do fyz. roztoku
a krevni vzorky pochazejici z tychz ryb a fixované riznymi metodami po zvolené casové tiseky
(1, 5 a 10 dni). Statistické rozdily (P < 0.05) jsou vyznaceny indexy nad jednotlivymi sloupci
a byly hodnoceny vzdy v ramci jednoho typu fixativa

4.4.3. Shrnuti vysledki fixace vzorki krve lina pro méreni relativniho obsahu
DNA

Priklady histogramii z cytometrické analyzy obsahu DNA fixovanych krevnich
vzorkil lina obecného jsou soucasti ptiloh (Pfiloha ¢. 10 a Ptiloha ¢. 11). S pouzitim
ttech fixatnich metod bylo mozné zméfit vSechny vzorky a soucasné dosédhnout
primémnych CV niZzSich nez 3 % po vSechny stanovené casové useky analyzy (1, 5
a 10 dni). Byly jimi fixace 1% etanolem ve fyz. roztoku, mrazeni v pfitomnosti

kryoprotektantu a fixace 1% paraformaldehydem.

70



Z téchto metod byly Fst/Ffixovanyen vz statisticky nejpodobnéjsi Fs/Frativnich vz PIi
pouziti mrazeni vzorkt v kryoprotektantu — statisticky rozdil mezi uvedenymi poméry
byl zjistén pouze, kdyz byly vzorky analyzovany 1. den po zmrazeni. Primérny
Fst/Frativnich vz, ¢inil 2,115 £+ 0,025, v ptipadé vzorkd méfenych 1. den po zmrazeni
Fst/Ffixovangeh v2. 0odpovidal 1,889 + 0,043. Aby doslo k této zméné, musela byt tedy
fluorescence fixovanych vzorkd navySena v priméru o 11,96 % oproti fluorescenci
vzorki nativnich.

Pfi pouziti 1% etanolu ve fyziologickém roztoku byly hodnoty Fs/Ffixovanych vz.
statisticky odlisné od Fst/Fuativnich v-. KdyZ byla analyza provedena 1. a 5. den fixace.
Primérny Fe/Frativnich v=. 0dpovidal 2,016 + 0,010, pramérny Fs/Ffixovanych v-. PO 1 dni
fixace 2,277 + 0,056 a stejny pomér po 5 dnech fixace 2,288 + 0,025. Priamérna
fluorescence samotnych fixovanych vzorkli musela byt tudiz oproti fluorescenci
nativnich vzorku snizena o 11,46 % v prvnim a 11,89 % v druhém ptipadé.

Pii pouziti 1% paraformaldehydu ve fyz. roztoku se poméry Fs/Fxovanyeh vz
statisticky 1iSily od Fs/Fpativnich v2. kKdyZ byla analyza provedena 1., 5. i 10. den fixace.
Primérmy Fs;/Frativnich v2. 0odpovidal 1,923 + 0,014, pomer Fs/Ffixovangeh v2. PO 1 dni pak
2,525 £ 0,022, po 5 dnech 2,579 + 0,062 a po 10 dnech 2,483 + 0,015. Aby mohlo dojit
k takové zméné v pomérech mezi fluorescencemi standardii a méfenych vzorkd, musela
byt pramérna fluorescence fixovanych vzorku oproti fluorescenci vzorki nativnich
snizena o 23,84 % v ptipad¢ jednodenniho, 25,44 % v piipadé pétidenniho a 22,55 %

Vv piipadé desetidenniho uchovani.

4.5. Lin obecny — ploutevni tkan

4.5.1. Hodnoty varia¢niho koeficientu (CV) pri méreni relativniho obsahu DNA
nativnich vzorki ploutevnich tkani lina, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka ¢. 10: Primérné CV ziskané analyzou nativnich vzorkli ploutevnich tkani lind
obecnych odebiranych do fyz. roztoku a vzorku ploutevnich tkani pochazejicich z tychz ryb
a fixovanych riznymi metodami po zvolené ¢asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentuélni
hodnoty v zavorkach informuji o tom, kolik procent vzorkd bylo pro danou metodu a délku
uchovani mozné analyzovat (podil poctu vzorkd, jejichz analyzou na pritokovém cytometru

vznik detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu méfenych vzorki).

Nativni 1. den fixace 5. den fixace 10. den fixace
EtOH 1% 2,864 +0,649 | 2,622+0,59 | 2,844 +0,588 5,64 +1,33
’ (100%) (100%) (100%) (60%)
) 2,864 +0,649 2,8+0,701 3,988 +0,7 5,85
OB (100%) (100%) (100%) (20%)
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2312£0,029 | 634+2342 | 659%1,147 4,37
(100%) (60%) (40%) (20%)
2,312+ 0,029 | 3,555+ 1,125 0 0
(100%) (40%) (0%) (0%)
2,312£0,029 | 3793+0,822 | 3,743+0,959 | 4,455+ 0,025
(100%) (80%) (80%) (40%)
161+0,882 | 3,97 +0,721 8,02 6,625 % 1,537
(100%) (100%) (20%) (80%)
16120882 | 5034+182 | 354%0,938 0
(100%) (100%) (80%) (0%)
1,612 0,882 0 45180191 | 56922177
(100%) (0%) (100%) (100%)
16120,882 | 6,775%0,015 0 0
(100%) (40%) (0%) (0%)
16120,882 | 5644+1585 | 8373+102 | 5,785+ 2,281
(100%) (100%) (60%) (80%)
226+0582 | 496+2,746 | 26860826 | 3,006+ 1,072
(100%) (80%) (100%) (100%)
2,002£0,922 | 2,058+0,946 | 2,702£0,027 | 2,362%0,711
(100%) (100%) (100%) (100%)
2,002 0,922 4,580 0 0
(100%) (20%) (0%) (0%)

5.denfixace ™ 10.den fixace

m Nativni  ®1. den fixace

Graf ¢. 9: Primémé CV ziskané analyzou relativniho obsahu DNA nativnich vzorkl
ploutevnich tkani lini obecnych odebiranych do fyz. roztoku a vzorkd ploutevnich tkani
pochazejicich z tychz ryb a fixovanych riznymi metodami po zvolené Casové useky (1, 5
a 10 dni). 3% uroven CV pro vyhodnocovani ucinnosti jednotlivych fixacnich metod je

zvyraznéna cervene.
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4.5.2. Fluorescence pii méreni relativniho obsahu DNA nativnich vzorku ploutevni
tkané lina, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka €. 11: Primérné Fy/F,, pro nativni vzorky ploutevnich tkani z linti obecnych odebirané
do fyz. roztoku a vzorky ploutevnich tkani pochazejici z tychz ryb a fixované rlznymi
metodami po zvolené asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zavorkach
informuji o tom, kolik procent vzorkii bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné
analyzovat (podil vzorkt, jejichZ analyzou na prutokovém cytometru vznikl detekovatelny pik

s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu méfenych vzorki).

241+0194 | 23370056 @ 2489+0,031 | 4,95+ 2,468
(100%) (100%) (100%) (60%)
241+0,194 22240142 | 2,544 +0,064 2,59
(100%) (100%) (100%) (20%)
2344 £0,063 | 26640004 | 2524 +0,044 2,625
(100%) (60%) (40%) (20%)
2,344+£0,063 | 2622+0,111 0 0
(100%) (40%) (0%) (0%)
23440063 | 2529%0,125 @ 2573+0,082 | 2,545 0,022
(100%) (80%) (80%) (40%)
1972+0,061 | 2,003 +0,031 2,159 2,065 + 0,067
(100%) (100%) (20%) (80%)
1,972 0,061 194+0,024 | 2,037 +0,082 0
(100%) (100%) (80%) (0%)
1,972 + 0,061 0 2,085+0,081 | 2,068 + 0,064
(100%) (0%) (100%) (100%)
1972+0,061 | 1,975 0,009 0 0
(100%) (40%) (0%) (0%)
1972+0,061 | 1,993+0052 | 2,097 +0,055 | 1,982 0,079
(100%) (100%) (60%) (80%)
20164002 | 20010032 = 1,99+0,063 | 2014 +0,028
(100%) (80%) (100%) (100%)
2,004+0,033 | 2023003 | 1,98220,021 2+0,05
(100%) (100%) (100%) (100%)
2,004 0,033 3,456 0 0
(100%) (20%) (0%) (0%)
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Graf €. 10: Praimérné Fg/F,,. pro nativni vzorky ploutevnich tkani z lini obecnych odebirané do
fyz. roztoku a vzorky ploutevnich tkani pochazejici z tychz ryb a fixované riznymi metodami
po zvolené Casové useky (1, 5 a 10 dni). Statistické rozdily (P < 0.05) jsou vyznaceny indexy

nad jednotlivymi sloupci a byly hodnoceny vzdy v ramci jednoho typu fixativa.

4.5.3. Shrnuti vysledki fixace vzorki ploutevnich tkani lina pro méreni
relativniho obsahu DNA

Ptiklady histogramti z cytometrické analyzy obsahu DNA fixovanych vzorka
ploutevnich tkéani lina obecného jsou soucasti priloh (Pfiloha ¢. 12 a Ptiloha ¢. 13). Pii
sumarizaci vysledkil fixace tohoto typu vzorkii bylo zjisténo, ze metodou spliujici
podminku méfitelnosti vSech vzorkl po 1, 5 a 10 dnech a zaroven vykazujici primérné
CV nizsi nez 3 % bylo pouze mrazeni vzorku v pfitomnosti kryoprotektantu. Jelikoz se
jednalo o jedinou metodu, byla do vySe uveden¢ho hodnoceni zahrnuta i fixativa,
S jejichz pouzitim bylo mozno analyzovat v§echny vzorky pouze po 1 a 5 dnech.

MrazZeni ploutevnich vzorki Vv Kkryoprotektantu zaroven neovlivnilo v zadném
z piipadti hodnoty Fst/Frixovanyen v2. NatOlIK, aby byly statisticky odlisné od Fst/Frativnich vz..

Pii fixaci vzorkli 1% etanolem ve fyz. roztoku sice nebylo mozné vzorky 10. den
fixace jiz analyzovat, 1. a 5. den fixace vSak byly vzorky meéfitelné a vykazovaly
pramérné hodnoty CV pod 3 %. Hodnoty Fst/Frixovanyeh v=. S€ Pro 1. ani 5. den fixace

statisticky neliSily od Fst/Frativnich vz.-
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4.6. Lin obecny — ocasni tkan plidku

4.6.1. Hodnoty varia¢niho koeficientu (CV) pFi méreni relativniho obsahu DNA
nativnich vzorki ocasnich tkani plidku lina, a vzorki fixovanych uvedenymi

postupy

Tabulka ¢. 12: Primérné CV ziskané analyzou nativnich vzorkii ocasnich tkani plidku lina
obecného odebiranych do fyz. roztoku a vzorkil ocasnich tkani plidku téhoz druhu fixovanych
riznymi metodami po zvolené Easové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentudlni hodnoty
v zavorkach informuji o tom, kolik procent vzorki bylo pro danou metodu a délku uchovani
mozné analyzovat (podil poétu vzorkd, jejichz analyzou na pritokovém cytometru vznikl

detekovatelny pik s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu metenych vzorki).

2,686+0,067 | 2752+0,065 | 2,152+£0,948 | 4,515+ 1,631
(100 %) (100 %) (100 %) (80 %)
2686+0,067 | 2928+0,042 | 2,528+0784 | 1,420,805
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2686+0,067 | 307+0017 | 2,942+0,087 | 3,126+ 0,068
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2686+0,067 | 3506+1536 | 3,702+0879 | 3,554 +0,893
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)

2686+0,067 | 29181753 | 6745+ 2,325 3,08
(100 %) (100 %) (40 %) (20 %)
2,686+0,067 | 29180048 | 2,912+0017 | 297 0,019
(100 %) (100 %) (100%) (100 %)
268610067 | 298007 | 2,848+0,017 | 2,584+0,787
(100 %) (100%) (100 %) (100%)
2686+0,067 | 26520832 | 1808£099 | 3,444 +0,798
(100 %) (100%) (100%) (100 %)
26860067 | 3968+12 | 2568+1791 | 3734+24
(100 %) (100%) (80%) (100 %)
2,686+0,067 | 3,010,064 397+2196 | 3,614 +1174
(100 %) (40 %) (60 %) (100 %)
2686+0,067 | 30940047 | 2558+0,779 | 2,732+0,846
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
2686+0,067 | 30660035 | 2,534+0788 | 3,088 0,007
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)

2,686 % 0,067 0 0 0
(100 %) (0 %) (0 %) (0 %)
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Graf ¢. 11: Primérné CV ziskané analyzou relativniho obsahu DNA nativnich vzorkll ocasnich
tkani plidku lina obecného odebiranych do fyz. roztoku a vzorkd ocasnich tkani plidku téhoz
druhu fixovanych riznymi metodami po zvolené ¢asové tseky (1, 5 a 10 dni). 3% troven CV

pro vyhodnocovani ucinnosti jednotlivych fixa¢nich metod je zvyraznéna cervene.

4.6.2. Fluorescence pri méreni relativniho obsahu DNA nativnich vzorki ocasnich
tkani plidku lina, a vzorki fixovanych uvedenymi postupy

Tabulka ¢. 13: Pramérné F/F,; pro nativni vzorky ocasnich tkani plidku lina obecného
odebirané do fyz. roztoku a vzorky ocasnich tkani plidku téhoz druhu fixované rlznymi
metodami po zvolené ¢asové useky (1, 5 a 10 dni). Cervené procentualni hodnoty v zdvorkach
informuji o tom, kolik procent vzorkli bylo pro danou metodu a délku uchovani mozné

analyzovat (podil vzorku, jejichZ analyzou na pritokovém cytometru vznikl detekovatelny pik

s CV mensim nez 10 % na celkovém poctu méfenych vzorkt).

1,987 £0,047 = 2,051+£0,046 = 2,017+0047 | 2,100,067
(100 %) (100 %) (100 %) (80 %)
1,987 £0,047 | 2,039+0,058 | 2,073+0,031 | 2,09820,018
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1987 0,047 = 2,004+0058 = 206+0033 | 2114£0,015
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1,987 £0,047 | 2,039+0051 | 2,025+0051 | 2,118+0,046
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)

1987 £0,047 = 1,980,079 = 2,006 £ 0,058 2,012
(100 %) (100 %) (40 %) (20 %)
1987 £0,047 | 2,060,065 | 203+0032 | 213120,033
(100 %) (100 %) (100%) (100 %)
1987 £0,047 = 2,008+0052 = 2,032+0027 | 211320,013
(100 %) (100%) (100 %) (100%)
1,987 £0,047 | 1,999 £0,067 | 2,075+0,061 | 2,08820,017
(100 %) (100%) (100%) (100 %)
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1,087 £0,047 | 2,082+0,15 | 2,056+0,073 | 2172%0,113
(100 %) (100%) (80%) (100 %)
1987 £0,047 | 2,017£0,007 = 2,016+0,034 | 2,026 0,032
(100 %) (40 %) (60 %) (100 %)
1987 £0,047 | 2,058+0033 | 2,024+0014 | 2,03320,023
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)
1987 £0,047 | 1,951£0045 = 2,019+0,034 | 1,989 % 0,009
(100 %) (100 %) (100 %) (100 %)

1,987 0,047 0 0 0
(100 %) (0 %) (0 %) (0 %)

Fluorescence standard/vzorek

m 1. den fixace 5. den fixace m 10. den fixace

m Nativni

Graf ¢. 12: Pramérné Fy/F,, pro nativni vzorky ocasnich tkani plidku lina obecného odebirané
do fyz. roztoku a vzorky ocasnich tkani plidku téhoz druhu fixované riiznymi metodami po
zvolené Casové useky (1, 5 a 10 dni). Statistické rozdily (P < 0.05) jsou vyznaceny indexy nad

jednotlivymi sloupci a byly hodnoceny vzdy v ramci jednoho typu fixativa.

4.6.3. Shrnuti vysledki fixace vzorki ocasnich tkani plidku lina pro méieni
relativniho obsahu DNA

Priklady histogramii z cytometrické¢ analyzy obsahu DNA fixovanych vzorka
ocasnich tkani pliadku lina obecného jsou soucasti priloh (Pfiloha ¢. 14 a Ptiloha €. 15).
Uspé&sné zméfit viechny vzorky a sou¢asné dosahnout pramérnych CV niz§ich nez 3 %
po vSechny stanovené Casové useky analyzy (1., 5., a 10. den) se podatilo za pouziti
tiech fixa¢nich metod, kterymi byly fixace 5% etanolem a mrazeni v 1% a 5% etanolu.

U vsech tfech metod bylo shodné zjisténo, ze hodnoty Fs/Ffixovanyeh v2 S€ V 1. @ 5.

dni statisticky nelisily od hodnot Fs/Fpativnich vz PTi pouZiti vSech ttech metod byly vSak
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Fst/Fixovangeh v2. statisticky odlisné 0od Fst/Frativnich v2. kdyZ byly vzorky analyzovany po
desetidennim uchovani ve fixativu. Primérny Fs/Fpativnich v2. 0dpovidal 1,987 + 0,047,
praimérny Fs/Fuativnich v2. po desetidennim uchovani pak 2,098 + 0,018 pro 5% etanol,
2,131 £ 0,033 pro 1% mrazeny etanol a 2,113 + 0,013 pro 5% mrazeny etanol. Z toho
vyplyva, Zze fluorescence fixovanych vzorkd ocasnich tkani plidku lina obecného byla
ve srovnani s fluorescenci nativnich vzorkli po desetidennim uchovani redukovana
Vpraméru o 5,29 % u 5% etanolu, 6,77 % u mrazeného 1% etanolu a 5,96 %
u mrazeného 5% etanolu.

Za zminku vsak stoji, Ze 2 metody prekracovaly stanovenou uroven prumérnych CV
(3 %) o méné nez 0,1 %, umoziovaly analyzovat v§echny vzorky a Fs/Fiovanych vz S€
pii jejich pouziti v zadném z ptipada statisticky neliSily od Fst/Fpativnich vz. T€mito
metodami byly mrazeni ocasni tkan€ pliadku lina obecného v samotném fyziologickém

roztoku a v pritomnosti kryoprotektantu.
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5. Diskuze

5.1. Zvolené typy vzorki

Zvolené fixaéni metody byly testovany na tfech typech rybich vzorku: krvi,
ploutevni tkéni a ocasni tkdni plidku. Tyto typy vzorkil jsou pro stanovovani obsahu
DNA rybich bunék pomoci prutokové cytometrie bézn¢ vyuzivany. Erytrocyty jsou pro
dany ucel vyuzivany nejcastéji predevsim pro jednoduchost jejich odbéru a moznost
realizace velmi pfesnych méfeni (Maxime, 2008; Filipiak a kol., 2012). Odbér
ploutevnich tkédni je rovnéZ velmi snadno a rychle proveditelny a je velmi vhodny pro
uplatnéni v terénnich podminkach a to i1 u jedinct drobné velikosti, které by mohl odbér
jinych typu tkani snadno zahubit (Lamatsch a kol., 2000). V pfipadé analyzy tkani
plidku je naproti tomu jedince nutné usmrtit, je vSak velmi vyhodna pro hodnoceni
experimentli, v nichz by mohl odchov plidku do vétSich velikosti znamenat napf.
zmény v procentualnim zastoupeni jedincti riznych ploidnich irovni a negativné tak
ovlivnit objektivitu vyhodnocovani pokusu (Ewing a kol., 1991; Havelka a kol., 2012).

Pro ilustraci referencniho (,,spravného*) stavu bylo pfed méfenim rdznymi
metodami fixovanych vzorkl po 1, 5 a 10 dnech uskuteénéno 1 méfeni vzorkl ve stavu
nativnim. Za timto ucelem byly odebirany do fyziologického roztoku stejné jako
v pracich Thorgaarda (1982) nebo Morgana a kol. (1993) a co mozna nejrychleji
analyzovany. Pokud by byla analyza za ucelem zjisténi referencniho stavu uskute¢néna
byt’ kratce po aplikaci fixacni procedury, mohly by byt vystupy cytometrické analyzy
jiz zkresleny, jelikoz fixace uz ze své podstaty méni ptivodni chemické a fyzikalni
slozeni bunék ¢i tkani (Nowacek a Kiernan, 2010) a mize vést ke vzniku artefakta
a shlukovani, ztrat¢ nebo lyze bunck. Analyza nativnich vzorki je naproti tomu
nejlepsim zpisobem, jak se danym komplikacim vyhnout, coz je padnym diivodem pro
to, aby byla, pokud je mozno vzorky métit kratce po jejich odbéru, upfednostiiovana

(Rousselle a kol., 1998).

5.2. Volba standardu

Pii kvantifikaci obsahu DNA pratokovou cytometrii (at’ uz je obsah DNA
stanovovan absolutné za ucelem zjisténi velikosti genomu, nebo relativné pro
determinaci ploidie) je nezbytné pouziti standardu. Stanoveni pomeéru intenzity
fluorescence zkoumaného materidlu a znamého standardu totiz umoziiuje usuzovat na

vlastnosti nezndmého vzorku. Suda (2005) uvadi, ze se v soucasnosti doporucuje
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pouzivat tzv. interni standardizaci, pfi niz je ze standardu a analyzovaného materialu
vytvafen smésny vzorek, ktery je ndsledné homogenizovan, barven a méfen. Tento
postup je z divodu piesnosti nasledné¢ provadéné analyzy mnohem vhodnéjsi nez tzv.
externi standardizace, kterd se neziidka objevovala ve starSich studiich. Pii té byly totiz
neznamy vzorek a standard pfipraveny a méfeny nezavisle a porovnavani zjisténych
intenzit fluorescence probihalo aZz nasledné, coz mohlo znamenat chyby pii interpretaci
vysledkd napt. v disledku pfistrojové odchylky mezi obéma analyzami (Suda, 2005).
V priibéhu Casu totiz muiZe dochdzet ke zméné intenzit fluorescenci zméfenych
ptistrojem, ackoliv se ve skute¢nosti ménit viibec nemusi (Alvarez, 2010). Z téchto
davodi nebyla v praci provadéna nezavisla oddélena méefeni standardu a zkoumanych
vzorkll, nybrz simultanni analyzy smésnych vzorkd.

V jednoparametrovych histogramech byvaji intenzity fluorescenci métenych vzorkt
vyjadieny polohami pikii na ose x (Roubalova, 2012). Jelikoz je pti simultanni analyze
standardu a zkoumaného vzorku Zadouci zisk dvou odliSitelnych piki, je nezbytné
zvolit standard, ktery ma odlisny obsah DNA nez predpokladany méfeny vzorek
(Tiersch a kol., 1989a). Pro vSechny typy vzorkt pochazejici z lina obecného byly jako
standard zvoleny fixované erytrocyty ze pstruha duhového. Obsah jaderné DNA
odpovida u diploidnich erytrocyti pstruha duhového 5,50 pgDNAxjadro™ (Tiersch
akol, 1989a), v piipadé diploidnich erytrocytdi lina pak 2,04 pgDNAxjadro™
(Bytyutskyy a kol.,, 2014). Ohledn¢ obsahu jaderné DNA bunc¢k pochazejicich
Z ploutevni tkdn¢ nebo ocasni tkan¢ plidku lina obecného vSak neni v dostupné
literatuie dostatek informaci. JelikoZ se mohou obsahy jaderné DNA v riiznych typech
tkéni pochazejicich ze stejného zivocisného druhu lisit, jak demonstruje napiiklad studie
Filipiak a kol. (2012), bylo pied realizaci pokusu nejprve experimentalné potvrzeno, ze
analyzou smésného vzorku fixovanych pstruzich erytrocytli s nativnimi buinikami
Z riznych typd tkéni lina obecného vznikaji dva detekovatelné a snadno odliSitelné
piky.

Obdobné bylo postupovano pii volbé standardu pro rizné typy vzorkli pochazejici
Z jesetera malého, jehoz diploidni erytrocyty (paleo 4n) obsahuji ptiblizné
3,74 pgDNAxjadro™ (Bytyutskyy a kol., 2014). Na zaikladé provedenych méfeni bylo
potvrzeno, Ze je jako standard pro vSechny typy vzorki z jesetera malého mozné pouZzit

nativni bunky pochazejici z ploutevni tkdn€ lina obecného, kterou bylo moZno

80



opakovanég odebirat ze stejnych jedincii, aniz by odbér zptisobil jejich thyn popt. zmény

v pohybovych schopnostech, ptesné jak uvadi Lamatsch a kol. (2000).

5.3. Volba fixa¢nich metod

Ackoliv byla v minulych letech navrzena celd fada protokold pro fixaci rybich
bunék k nasledné analyze obsahu DNA pratokovou cytometrii (Allen, 1983; Vindelov
a kol., 1983b; Gold a kol., 1991; Lecommandeur a kol., 1994; Brown a kol., 2000;
Lamatsch a kol., 2000; Xavier a kol., 2017), vétSina z nich se vyznaCuje vysokou
Casovou narocnosti na pripravu vzorkl, potiebou specidlniho vybaveni a dalSimi
vlastnostmi, kter¢ komplikuji nebo znemoziuji jejich vyuziti v terénnich nebo
provoznich podminkach. Navic byly ¢asto navrhovany pro jediny typ vzorkl (napf.
pouze pro ploutevni tkan — Lamatsch a kol., 2000; Xavier a kol, 2017) a tak lze jejich
efektivitu v piipadé pouziti na jiné typy vzorki jen tézko odhadovat. Z téchto divodu
bylo v praci fixovano hned nékolik béZzné pouzivanych typt vzorkd z ryb a pii volbé
fixacnich metod byl kladen zvySeny duraz na jejich snadnou proveditelnost v praxi,
napiiklad pii vyjezdu k chovateli nebo v terénu, bez moznosti okamzitého ptistupu do
laboratofe. Vkladani vzorkii do lednice lze napf. v terénnich nebo provoznich
podminkach nahradit jejich umisténim na led, mrazeni ve specidlnim mrazaku na
teploty okolo -80 °C zase pouzitim suchého ledu, jehoz teplota je velmi podobna, nebot’
k pfechodu CO;, z plynné do pevné faze dochazi za atmosferického tlaku pii -78,5 °C
(Héring, 2008). Dale byla pii vybéru fixacnich metod brana v potaz jejich Casova
naro¢nost. Nékteré protokoly pro fixaci rybich vzorki za tc¢elem méfeni obsahu DNA
pritokovou cytometrii obsahuji centrifugaéni kroky k odstrafiovani fixativa z jemu
exponovanych bunék a tkani (Allen, 1983; Gold a kol., 1991; Brown a kol., 2000;
Lamatsch a kol., 2000). Fixaéni metody pouzité v praci tyto kroky z divodu

minimalizace ¢asu potfebné¢ho na ptipravu vzorkl neobsahuyji.

5.4. Hodnocené parametry

Efektivita testovanych fixa¢nich metod byla hodnocena na zdkladé namétenych
hodnot CV a intensit fluorescenci, tedy béznych parametri zjistovanych pii analyze
obsahu DNA prutokovou cytometrii (Ormerod, 2000).

Suda (2005) uvadi, Zze by pro kritické analyzy mély byt preferovany CV
neptesahujici 3% hranici. Shapiro (2003) rovnéZz udavéa, Ze by pii analyzach DNA
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pratokovou cytometrii CV nemély piesahovat 3 %. Proto byla pro vyhodnocovani
presnosti provadénych analyz zvolena 3% uroven CV, kterd nesméla byt pfi vybéru
optimdlnich fixacnich metod pro dany typ vzorku pochazejici z konkrétniho rybiho
druhu prekrocena, at’ uz bylo méfeni provadéno 1., 5. nebo 10. den fixace.

Vystupem cytometrické analyzy je obvykle histogram relativni intenzity
fluorescence, reprezentujici relativni obsah DNA. Na zakladé¢ poméru naméienych
intenzit fluorescenci zkoumaného objektu a zndmého standardu zobrazovanych formou
pikii lze odhadovat vlastnosti zkoumaného objektu. Jelikoz miize v pribéhu
uskutecnovani analyz dochazet k nahodnym posunim piki a tudiz i zménam
V hodnotach namétenych fluorescenci 1 pfi nezménéném nastaveni pfistroje (Dolezel
a Barto§, 2005), byly pro porovnavani vysledki analyz nativnich a fixovanych
vzorki S jejich pfisluSnymi standardy v této praci namisto absolutnich hodnot

namétenych fluorescenci pouzity poméry Fg/Fy;.

5.5. Zhodnoceni efektivity fixace

5.5.1. Fixace riiznymi koncentracemi etanolu ve fyz. roztoku

V piipadech, kdy je méfeni priitokovou cytometrii provadéno vyhradné za ucelem
analyzy obsahu DNA fixovanych bunék, byvaji bunky obecné nejCastéji fixovany
pomoci etanolu. Spolu s dalsimi koagulujicimi fixativy totiz etanol dobfe stabilizuje
neposkozenou DNA (Darzynkiewicz a Juan, 1997) a zaroven zavazné neovlivituje
vazani fluorochromti na DNA (Roussele a kol., 1998). Etanolovou fixaci rybich vzorku
pro naslednou analyzu obsahu DNA uspésné realizovali Lamatsch a kol. (2000), ktefi
fixovali ploutevni tkan¢ 14 rtznych rybich druhd. Neuspéli s ni vSak Xavier a kol.
(2017) pti pouziti na ploutevni tkan tetry saopaulské, ani Lecommandeur a kol. (1994)
U embryi pstruha duhového a pstruha obecného.

V této praci byla fixace etanolem v n€kolika piipadech tspésna. U vzorku z jesetera
nebyla primérna 3% hranice CV piekrocena 1., 5., ani 10. den, kdyz byly krevni vzorky
fixovany 15% etanolem. V ptipadé¢ lina byly primérné CV niz§inez 3 % 1., 5.1 10. den
analyzy krevnich vzorkd fixovanych 1% etanolem a vzorkli ocasni tkan¢ plidku
fixovanych etanolem 5%, 1. a 5. den fixace primérné CV spliovaly limit i pfi analyze
vzorkll ploutevni tkdné¢ umisténych do 1% etanolu.

Pfi 10denni fixaci krve jesetera malého 15% etanolem a Sdenni fixaci ploutevni

tkan¢ lina obecného 1% etanolem nebyly zaroven zjiStény zadné statisticky vyznamné
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rozdily mezi Fs/Fy, nativaich @ Fst/Fuz fixovanyen, Na zékladé cehoz lze tyto postupy
doporucit. To bohuzel neplatilo u 10 denni fixace krevnich vzorki lina 1% etanolem ani
vzorkl ocasni tkdné plidku lina etanolem 5%. Z namétenych hodnot bylo vypocitano,
ze fixace v nékterych piipadech zpisobila zmény v praimérné fluorescenci vzorkd,
ptiCemz nejvetsi z nich dosahovaly 11,89 %. Na druhou stranu se vSak 1ze domnivat, ze
pokud by byla analyza vzorku s takto pozménénou fluorescenci provadéna vyhradné za
ucelem stanoveni ploidie, nemusela by jesté vést k chybnému zavéru, coz lze
demonstrovat na piikladu. Pokud by byla uskutecnéna analyza 2n a 3n vzorki téhoz
rybiho druhu, byla by hodnota namétené fluorescence 3n vzorku ptiblizné 1,5% vySssi
nez hodnota fluorescence 2n vzorku (Harrell a kol., 1998). V piipadé analyzy 1n vzorku
a 2n vzorku by méla primérna fluorescence In odpovidat ptiblizné 0,5 fluorescence 2n
(Lebeda a kol., 2013). Z téchto skutec¢nosti vyplyva, ze se zménou ploidni Grovné
vzorkli o 1n se méni hodnota fluorescence o celych 50 % ve srovnani s fluorescenci 2n
vzorku. KdyZ by byl tedy v praxi méfen neznamy vzorek, jehoz fluorescence by byla
0 pouhych 11,89 % vys§i nebo nizs$i nez fluorescence znamého 2n vzorku, byl by
s nejveétsi pravdépodobnosti spravné klasifikovan jako 2n.

Jednim z hlavnich rozdili mezi metodami etanolové fixace pouzitymi
k prodlouzeni uchovatelnosti rybich bun¢k v této praci a jinych pracich (Lecommandeur
a kol., 1994; Lamatsch a kol., 2000; Xavier a kol., 2017) byla koncentrace pouzitého
fixativa. Nejvyssi pouzitd koncentrace etanolu v této praci byla 20 % a nejvyssi
koncentrace, s niz bylo dosazeno dobrych vysledku 15 %, uspésné byly v fad¢ ptipadi
v8ak i podstatné niz$i koncentrace. Xavier a kol. (2017) i Lecommandeur a kol. (1994)
naproti tomu ve svych pracich uplatnili fixaci 70% etanolem, ktera se jevila jako
neefektivni. Lamatsch a kol. (2000) sice se stejnou koncentraci uspéli, jimi navrzeny
protokol je vSak relativné slozity a nelze opomenout, ze jsou jeho soucasti i dva
8minutové centrifugacéni kroky. Komplikovangjsi protokoly obsahujici vét§i mnoZzstvi
centrifugacnich krokidl byly Uspésné pouzity i pro builky, které z ryb nepochézely,
naptiklad pti fixaci 50% (Holtfreter a Cohen, 1990) nebo 68% etanolem (Roussele
akol., 1998). Odstrafovani prebyteného fixativa centrifugacemi ale mize
znemoZnit aplikaci téchto protokolli v terénu nebo z Casovych divodi komplikovat
rutinni zpracovani vét§tho mmnozstvi vzorkl, piipadné zplsobovat problémy se
shlukovanim bungk, jak uvadi naptiklad Vindelov a kol. (1983a) nebo Burns a kol.
(1986). Na zéaklad¢ vysledkt predkladané prace bylo vSak dokdzano, Ze centrifugace
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nemusi byt nutnou soucasti pripravy nékterych typt vzorkl, pokud jsou pro fixaci
pouzity nizké koncentrace etanolu. Tato skutecnost mlize piipravu vzorkli znacné
uleh¢it. Dulezité je vSak samoziejmé pfipomenout, ze vzorky byly v této praci méieny

nejdéle 10 dni po umisténi do fixativa.

5.5.2. Fixace 1% paraformaldehydem ve fyz. roztoku

Aldehydova fixativa jsou pfi fixaci bunék pro analyzu pritokovou cytometrii
preferovana, pokud je zapotiebi uchovat membranové antigeny (Rousselle a kol., 1998).
Pokud je vSak cytometrickd analyza zaméfena na obsah DNA, byvaji aldehydova
fixativa mén¢ vhodnd nez alkoholova, predevsim kvili svému negativnimu vlivu na
stechiometrii barveni DNA (Darzynkiewicz a kol., 2011). Se zménami fluorescence
v disledku aldehydové fixace se pti analyzach DNA rybich bun¢k setkali napt. Burns
a kol. (1986) nebo Brown a kol. (2000). V obou téchto pracich bylo jako fluorescenéni
barvivo pouzito PI, a jak uvadi Roussele a kol. (1998), aldehydy prokazatelné snizuji
intenzitu fluorescence komplexu tohoto barviva s DNA.

V této praci byla vSak znacnd redukce fluorescence u paraformaldehydem
fixovanych vzorki zjiSténa, 1 kdyz nebylo jako barvivo pouzito PI, ale DAPI. Ackoliv
Darzynkiewicz a kol. (1984) uvadi, Ze je stechiometrie barveni DNA pomoci DAPI ve
srovnani s ostatnimi fluorochromy nejméné ovliviiovana aldehydy indukovanymi
piicnymi vazbami, byla primérna fluorescence zjisténa analyzou krevnich vzorkl lina
Vv n¢kterych piipadech sniZzena az o 25,44 %. Tato zména by pfi cytometrické analyze
obsahu DNA mohla vést k chybnym zavérim nejen pii stanovovani velikosti genomu,
ale 1 pfi urCovani ploidie, proto nelze pouzity postup pro fixaci vzorki krve lina
doporucit, ackoliv bylo pti jeho testovani dosazeno pfijatelnych CV. Pouzity postup
nebyl vhodny ani pro jiné typy rybich vzorkd, jelikoz pii jejichz analyze Casto vznikaly
histogramy s velkym mnozstvim buné¢ného Sumu a nerozliSitelnymi piky. K obdobnym
zavérim dospéli pti aldehydové fixaci (10% formalinem) vzorkl ploutevni tkdné a jader
Z bunék ploutevni tkan¢ i Xavier a kol. (2017) u tetry saopaulské, kteti pouzili jako
fluorescencni barvivo rovnéz DAPI a v piipad¢ jader navic uplatnili i centrifugacni krok
K odstranéni fixativa pred uskute¢nénim analyzy.

Lecommandeur a kol. (1994) naproti tomu Usp&$né fixovali embrya pstruha
duhového a pstruha poto¢niho a jimi pouzita fixacni metoda se neliSila od metody

testované v této praci (odbér do 1% paraformaldehydu ve fyz. roztoku bez nasledného
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odstrafiovani fixativa z tkdn€) a shodny byl i pouzity fluorochrom — DAPI. Autofti vSak
neuvadi celou fadu neopomenutelnych skuteCnosti, véetné poctu testovanych vzork,
doby uchovani ve fixativu atd. Jind prace, v niz byla Gspésn¢ pouzita aldehydova fixace
(1% formalin) pro prodlouzeni uchovatelnosti rybich vzorkt (krevni vzorky pochazejici
Z losostt obecnych a hybridi amura bilého s tolstolobikem bilym) za ucelem
cytometrické analyzy obsahu DNA, byla publikovana Allenem (1983). Ptiprava vzorkt
podle Allena je vSak relativné ndro¢na, zahrnuje pét centrifuga¢nich krokli a neni

vhodné do terénnich podminek. Z uvedenych divodii nebyla v této praci testovana.

5.5.3. MraZeni bez kryoprotektantu

Mrazeni bez kryoprotektantu bylo doposud za ucelem prodlouzeni uchovatelnosti
vzorkidl pro analyzu obsahu DNA pritokovou cytometrii pouzito jen velmi ojedinéle,
nejspis protoze pii ném v disledku tvorby ledovych krystali hrozi buitkdm mechanické
poskozeni a rovnéZ poskozeni v disledku chemickych a osmotickych zmén (Wowk,
2007). Navzdory této skutecnosti vSak Xavier a kol. (2017) uspésné optimalizovali
protokol pro dlouhodobé uchovani vzorkl ploutevni tkané tetry saopaulské, které byly
jednoduse umistény do fyz. roztoku a zmrazeny na -20 °C, pficemz rozmrazovani
a pfiprava na cytometrickou analyzu probehly az po 30 nebo 60 dnech. Vysledkem
méfeni byly vtomto piipadé zcela minimalni zmény v Grovnich fluorescence ve
srovnani s nativnimi vzorky, které v praméru odpovidaly 1 — 2 %, a zisk histogrami
nekontaminovanych bunéénym Sumem. Jelikoz neni v soucasné dobé¢ k dispozici zadna
jind studie, v niz by byly vzorky pochazejici z ryb mrazeny bez piidani kryoprotektantu
pro analyzu DNA priutokovou cytometrii, tedy ani prace, kterd by potvrdila, ze tento
postup neni efektivni, bylo v této praci ptistoupeno k testovani hned nékolika takovych
fixatnich metod. Vzorky byly na rozdil od postupu Xaviera a kol. (2017) mrazeny
nejen ve fyz. roztoku, ale i v etanolu o ruznych koncentracich (1, 5, 10, 15 a 20 %).

Mrazeni bez kryoprotektantu nebylo shledano jako idealni postup pro fixaci vzorki
krve ani ploutevnich tkani. V nékterych piipadech se vSak ukézalo jako efektivni
metoda fixace ocasni tkané pludku, a to dokonce pro oba testované rybi druhy. Plidek
jesetera se osvédcilo mrazit v 1% etanolu i samotném fyz. roztoku, kdy byla splnéna
vSechna stanovena kritéria ohledné¢ méfitelnosti, CV 1 fluorescence. Pro fixaci ocasni
tkan¢ plidku lina obecného se dobie osvéd¢ilo mrazeni v 1% a 5% etanolu. S jeho

pouzitim byly vSechny vzorky méfitelné a v priméru dosahovaly 1., 5., i 10. den hodnot
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CV pod stanovenou hranici 3 %. Dle statistického vyhodnoceni se Fg/Fuativnich v2 0d
Fst/Fixovangeh vz 1i8ily pouze 10. den analyzy, kdy byly fluorescence fixovanych vzorku
oproti nativnim v praméru redukovany o 6,77 % a 5,96 %.

Metoda fixace navrzend Xavierem a kol (2017) se od metod pouzitych v této praci
lisila mimo jiné teplotou, na kterou byly vzorky mrazeny. V této préaci bylo mrazeni
a uchovani vzorkl realizovano v mrazaku pfi teploté -80 °C, nebot’ je tento postup
mozné v terénnich podminkach simulovat za pouziti suchého ledu. S pouzitim suchého
ledu v terénu odpada nutnost vzorky okamzité po odbéru transportovat do laboratofe,
kde Xavier a kol. (2017) mraZeni uskuteciiovali.

Ackoliv byla nejdelS$i doba uchovani fixovanych vzorkid v této praci 10 dni, lze
odhadovat, Ze vzorky bude mozZzné diky pouziti nizké teploty analyzovat i po delSim
casovém Useku bez vyraznych zmén ve vystupech cytometrické analyzy, obdobné jako
v ptipad¢ prace Xaviera a kol. (2017). Obecné totiz k nejvyznamnéj$imu poskozovani
biologického materialu dochazi béhem jeho zmrazovani a rozmrazovani (Livesey a kol.,
1994). Z téhoz duvodu se nedoporucuje jednou rozmrazené vzorky opétovné mrazit

(Murphy a kol., 1997), na coZ bylo dbano i pfi navrhu experimentu v této praci.

5.5.4. MraZeni s Kryoprotektantem

Na rozdil od vyse uvedené metody je mrazeni v pfitomnosti kryoprotektantu pro
prodlouzeni uchovatelnosti vzorki za ucelem jejich DNA analyzy na pratokovém
cytometru zcela bézné vyuzivano a to i pro vzorky pochazejici z ryb (Jakobsen, 1983;
Vindelov a kol., 1983b; Tiersch a kol., 1989a,b; Gold a kol., 1991; Pierrez a Ronot,
1991; Lingenfelser a kol., 1997a,b; Dawley a kol., 2014). Zasadni byla v tomto ohledu
prace Vindelova a kol. (1983a), jiz piedstavili jednoduchy protokol neobsahujici zadné
centrifugacni kroky, ktery bylo dle zkuSenosti autorti idajné mozné pouzit pro bunécné
suspenze i vzorky pevnych tkani. V ptipadé vzorkli pochazejicich zryb byl vsak
doposud vyuzivan vyhradné k prodlouzeni uchovatelnosti krve (Burns a kol., 1986;
Tiersch a kol., 1989a,b; Dawley a kol., 1997; Lingenfelser a kol., 1997a,b; Tiersch
a Chandler, 2011). Na zakladé uvedenych skuteCnosti byla procedura vybrana pro
testovani v této praci, aby bylo zjisténo, zda je vhodna i pro prodlouzeni uchovatelnosti
rybich vzorki pevnych tkani a zda je pro krevni vzorky efektivni natolik, jak je autory

zminénych praci deklarovano.
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Vsechny vzorky, které byly pfipraveny podle protokolu Vindelova a kol. (1983a),
bylo mozné analyzovat. Jedinymi typy vzorku, u nichz CV piekrocily 3 % hranici, byly
ploutevni tkan jesetera, kde nejvyssi praimérné CV odpovidaly 3,504 %, a ocasni tkan
pladku lina, kde byly nejvyssi primérné CV 3,088 %. U krevnich vzorku jesetera byl
Fst/Fy; statisticky vyznamné ovlivnén ve dvou piipadech, u krve lina v jednom
anejveétsi zmeéna v prumérné fluorescenci, kterou mrazeni v Kryoprotektantu
indukovalo, bylo navySeni jeji irovné o 11,96 % oproti nativnim vzorkim (krev lina,
analyza 1. den po zmrazeni). Pro ploutevni tkan jesetera i lina se jednalo o nejlepsi
pouzitou metodu, ktera zaroven neovlivnila Fy/F,; na rovni statistické vyznamnosti.
Ke statisticky vyznamnym zménam fluorescence nedoSlo ani pi1 méfeni ocasni tkané
plidku lina. U pladku jesetera se Fst/Frativnich vz. 00 Fst/Fixovangeh vzVyznamné lisil
V jediném ptipadé, kdy pruimérnd fluorescence mrazenych vzorkl poklesla o pouhych
2,06 % oproti vzorkiim nativnim.

Na zakladé¢ uvedenych skuteCnosti lze konstatovat, Ze pro prodlouZeni
uchovatelnosti vzorki za Ucelem cytometrické analyzy DNA je pouZiti protokolu
Vindelova a spoluautorii skute¢né efektivnim, robustnim a univerzalnim pfistupem,
jehoz aplikace neznemoznila v této préaci analyzu ani u jediného z 90 vzorkt, na které
byl uplatnén. Na druhou stranu je vSak nutné dodat, Ze pro nékteré typy vzorki se v této
praci vice osveédcily jiné testované metody.

Jako paradoxni se muze jevit fakt, Zze byly pii testovani protokolu v této praci
nejvetsi zmény v arovnich fluorescence zjistény praveé pii analyze krevnich vzork, pro
které byva aplikace protokolu u ryb vibec nejcastéjsi (Burns a kol., 1986; Tiersch
a kol., 1989a,b; Dawley a kol., 1997; Lingenfelser a kol., 1997a,b; Tiersch a Chandler,
2011). Pokud vede prodluzovani uchovatelnosti krevnich vzorki podle Vindelova
a spoluautort ke zménam v jejich fluorescenci, mohlo zaroven dojit k drobnym chybam
ve vyhodnocovani absolutniho obsahu DNA v pracich, kde byl dany protokol uplatnén
k piipravé interniho standardu — napt. krve sumecka teckovaného Ictalurus punctatus ve
studii Tiersche a kol. (1989a). Pokud by vSak byla analyza pritokovou cytometrii
zaméfena jen na stanoveni ploidie, zaznamenané zmény v urovnich fluorescence by jeji

vyhodnoceni nemély ovlivnit z divodi diskutovanych u fixace etanolem.
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6. Zavér

Cilem této prace je zhodnotit moznost vyuziti riznych biologickych fixativ
k prodlouzeni uchovatelnosti vzorkt rybich bunék a tkani pro pozdé¢jsi méfeni obsahu
DNA prutokovou cytometrii. Na zakladé vysledkii cytometrickych analyz, které byly
provadény 1., 5. a 10. den po fixaci vzorkt, jsou s ptihlédnutim k naméfenym variaénim
koeficientim a urovnim fluorescenci navrzeny postupy pro fixaci krve, ploutevni tkané
a ocasni tkan¢ pladku jesetera malého a lina obecného, které je mozné uplatnit
Vv terénnich a provoznich podminkach.

Pro fixaci krevnich vzorkl jesetera malého se nejvice osvédéilo pouziti 15%
etanolu, se kterym byly ziskany priimérné variacni koeficienty nizsi nez 3 % a intenzita
fluorescence nebyla pouZitou metodou ovlivnéna na trovni statistické vyznamnosti.

Pti prodluZzovéani uchovatelnosti vzorkli ploutevni tkan¢ jesetera malého bylo
nejlepsich vysledkti dosazeno za pouziti mrazeni na suchém ledu v 5% DMSO, kdy
byly primérné CV pfti analyze 1. a 10. den vys$i nez 3 %, nejvice vSak o pouhych
0,504 %, a fluorescence vzorkl nebyla ovlivnéna na statisticky vyznamné Grovni.

V piipad¢ fixace vzorki ocasni tkané plidku jesetera malého se jako nejefektivné;si
jevily postupy zalozené na mrazeni v 1% etanolu a fyz. roztoku pti -80 °C. Pouziti
téchto metod vedlo k zisku primérnych CV nizSich nez 3 % a zaroven vyznamné
neovlivnilo fluorescenci vzork.

Pro prodlouzeni uchovatelnosti vzorkii krve lina obecného se nejlépe osveédcilo
mrazeni na suchém ledu v 5% DMSO, kter¢ vedlo k zisku primérnych CV do 3 % a ke
statisticky vyznamnym zménam v urovnich naméfené fluorescence pouze 1. den po
fixaci, kdy zptisobilo jeji navySeni v priméru o 11,96 % ve srovnani s nativnim stavem.

S pouzitim stejné metody byla UspéSné¢ prodlouzena 1 uchovatelnost vzorki
ploutevni tkané lina obecného. V tomto piipadé CV nepiesahovaly 3% hranici a nebyl
zjiStén ani statisticky vyznamny rozdil v urovnich naméfené fluorescence ve srovnani
S nativnimi vzorky.

5% etanolu, kdy naméfené variani koeficienty nepifesahovaly 3 % a statisticky
vyznamny rozdil v intenzit€ fluorescence byl zjistén pouze, kdyZ byla analyza
provadéna 10. den po odbéru vzorkl. Tehdy byla primérnad fluorescence redukovana

V praméru o 5,29 % ve srovndni s primérnou fluorescenci nativnich vzorkd.
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V piipadé¢ metod zalozenych na mrazeni byly vzorky uchovavany ve specialnim
mrazéku udrzujicim teplotu okolo -80 °C, u ostatnich metod byly umistovany
do lednice. Uvedeny zpisob mraZeni lze nahradit pouzitim suchého ledu, vkladani
vzorki do lednice zase jejich umisténim na led. VSechny navrzené fixacni metody jsou
jednoduse a rychle proveditelné bez nutnosti odstraniovani fixativ z jim exponovanych
bun€k nebo tkani. Na zéklad¢ téchto skutecnosti Ize nyni pro bézné typy vzorki z lina
obecného nebo jesetera malého zvolit fixacni metodu uplatnitelnou v celé fadé situaci,
kdy neni mozné odebrany materidl z riznych divodi okamzité transportovat do
laboratofe a podrobit analyze obsahu DNA na pritokovém cytometru v nativnim stavu.
Rovnéz se Ize domnivat, Ze metody pouzité¢ pro vzorky z jesetera malého lze Gspésné
vyuzit 1 pro jiné druhy chrupav¢itych ryb, a ty, jez byly uplatnény pro vzorky
pochézejici z lina obecného, zase pro dalsi druhy ryb kostnatych. Ovétfeni této hypotézy

by mohlo byt predmétem dalSiho zkoumani.
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9. Prilohy

Priloha ¢. 1: Mrazeni vzorkl krve a ploutevni tkané lina obecného v 5% DMSO na

suchém ledé.

Ptiloha ¢. 2: Ptiprava vzorki na analyzu na pritokovém cytometru — filtrace vzorkt do
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Ptiloha ¢. 3: Méfeni relativniho obsahu DNA na prutokovém cytometru Partec CCA I.
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

56,0981 1 1 - 1,91539 71,7757 384 230 19,7914

101,182 1,80366 2 1,36803 96,0748 514 305 19,7914
140 __ Em't'Tl ......................... .........................

Ptiloha ¢. 4: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z efektivné fixovaného krevniho vzorku jesetera malého, a pfislusného
standardu (nativnich bun¢k z ploutevni tkané lina obecného). Pouzitou metodou
k prodlouzeni uchovatelnosti byla fixace 15% etanolem, analyza byla realizovana po
5dennim uchovani. Relativni obsah DNA jader erytrocytl jesetera se nachazi priblizné
na kandle 101, relativni obsah DNA jader bunék ploutevni tkan¢ lina je patrny pfiblizné
na kanale 56. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf
& Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Area gate ChiSqu.

56,8451 1 1 - 2,23373 129,832 309 238 68,2085
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Ptiloha ¢. 5: Priklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z netspé$né fixovaného krevniho vzorku jesetera malého, a prislusného
standardu (nativnich bun¢k z ploutevni tkan¢ lina obecného). Pouzitou metodou
k prodlouzeni uchovatelnosti byla fixace 20% etanolem, méteni bylo realizovano po
5dennim uchovani. Analyzou relativniho obsahu DNA jader erytrocytd jesetera
nevznikl rozpoznatelny pik, relativni obsah DNA jader bunék ploutevni tkané lina je
patrny piiblizné na kanale 57. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver.
0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

24 2016 1 1 - 3,10784 74,7628 394 244 35,9622

45,3319 1,87309 2 2,76534 122,011 643 283 35,9622

1ED —_ ..... ............................ :T....................E......................:- ..................... . ..................... . ..................... .

D — A ll-‘;.. L3 Rlii i L B ol i
'_l'_l_l_l'_l_r_1_ﬁ_l_|'_r T |_|_ T T L I T LI T [ T L T | T T T T |
0 a0 100 150 200 230 300 350

Ptiloha ¢. 6: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z efektivné fixovaného vzorku ploutevni tkdné jesetera malého, a ptislusného
standardu (nativnich bun¢k z ploutevni tkan¢ lina obecného). Pouzitou metodou
k prodlouzeni uchovatelnosti bylo mrazeni na -80 °C v 5% DMSO, analyza byla
realizovana po 1dennim uchovani. Relativni obsah DNA jader bun¢k z ploutevni tkdné
jesetera se nachazi priblizné na kandle 45, relativni obsah DNA jader bun¢k z ploutevni
tkan¢ lina je patrny piiblizné na kanale 24. Histogramy byly zpracovany v softwaru
Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area% Area Area gate ChiSqu.

24 0877 1 1 - 2,97385 154 42 786 509 54,284
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Priloha ¢. 7: Piiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z neuspésné fixovaného vzorku ploutevni tkdné jesetera malého, a piislusného
standardu (nativnich bun¢k z ploutevni tkan¢ lina obecného). Pouzitou metodou
k prodlouzeni uchovatelnosti byla fixace 1% paraformaldehydem, méteni bylo
realizovano po ldennim uchovani. Analyzou relativniho obsahu DNA jader bun¢k
z ploutevni tkané jesetera nevznikl rozpoznatelny pik, relativni obsah DNA jader bun¢k
Z ploutevni tkané lina je patrny pfiblizné na kandle 24. Histogramy byly zpracovany

v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area% Area Area gate ChiSqu.

28 1 1 - 2,150186 131,673 1401 G654 223,065

53,1703 1.89894 2 274238 55,0762 586 410 223,065
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Piiloha ¢. 8: Piiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z efektivné fixovaného vzorku ocasni tkané pludku jesetera malého,
a prislusného standardu (nativnich bunék z ploutevni tkédn¢ lina obecného). Pouzitou
metodou k prodlouZeni uchovatelnosti bylo mraZzeni na -80 °C v 1% etanolu, analyza
byla realizovana po 10dennim uchovani. Relativni obsah DNA jader bunék z ocasni
tkan¢ pladku jesetera se nachdzi piiblizné na kandle 53, relativni obsah DNA jader
bunék z ploutevni tkdné lina je patrny na kandle 28. Histogramy byly zpracovany
v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Area gate ChiSqu.

25 1 1 - 2,14831 311,667 374 120 92,4082
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Ptiloha ¢. 9: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskdny z neuspéSné fixovan¢ho vzorku ocasni tkané plidku jesetera malého,
a prislusného standardu (nativnich bunék z ploutevni tkan¢ lina obecného). Pouzitou
metodou k prodlouzeni uchovatelnosti bylo mraZeni na -80 °C v 15% etanolu, méfeni
bylo realizovano po ldennim uchovani. Analyzou relativniho obsah DNA jader bun¢k
z ocasni tkané plidku jesetera nevznikl rozpoznatelny pik, relativni obsah DNA jader
bunék z ploutevni tkané lina je patrny na kanale 25. Histogramy byly zpracovany
v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

38,1874 1 1 - 2,65789 91,5493 845 840 59,2356
74,0019 1,93786 2 - 243479 9,85915 91 83 59,2356
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Priloha ¢. 10: Pfiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bungk, které byly
ziskany z efektivné fixovaného krevniho vzorku lina obecného, a ptisluSného standardu
(fixovanych erytrocyti pstruha duhového). Pouzitou metodou k prodlouzeni
uchovatelnosti bylo mrazeni v 5% DMSO na -80 °C, analyza byla realizovana po
10dennim uchovéni. Relativni obsah DNA jader erytrocytii lina se nachazi ptiblizné¢ na
kandle 38, relativni obsah DNA jader erytrocytl pstruha je patrny pfibliZzné na kandle
74. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).

118



Mean Index Id Color CV% Area%  Area Area gate ChiSqu.

38,4115 1 1 - 15,7248  B6,9605 947 BTG 20,164

93,4771 2,43357 2 2,00257 19,9265 217 213 20,164
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Ptiloha ¢. 11: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader buné€k, které byly
ziskany z nelspéSné fixovaného krevniho vzorku lina obecného, a pftislusného
standardu (fixovanych erytrocyti pstruha duhového). Pouzitou metodou k prodlouZeni
uchovatelnosti byla fixace 20% etanolem, analyza byla realizovana po 5dennim
uchovani. Relativni obsah DNA jader erytrocytl lina se nachazi ptibliZzné na kanale 38,
relativni obsah DNA jader erytrocytli pstruha je patrny piiblizné na kandle 93.
Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

36,2601 1 1 - 2,63861 94,0199 849 828 2,04492
69,997 1,93042 2 - 2,88911 9,41307 85 75 2,04492
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Ptiloha ¢. 12: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z efektivné fixovaného vzorku ploutevni tkané lina obecného, a ptisluSného
standardu (fixovanych erytrocyti pstruha duhového). Pouzitou metodou k prodlouzeni
uchovatelnosti bylo mrazeni na -80 °C v 5% DMSO, analyza byla realizovana po
1dennim uchovéni. Relativni obsah DNA jader bun€k z ploutevni tkdn€ lina se nachazi
piiblizné€ na kanale 36, relativni obsah DNA jader erytrocyti pstruha je patrny ptiblizné
na kanale 70. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf
& Danniel, CR).
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Mean Index Ild Color CWV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

17,7404 1 1 - 40,0751 75,0652 340 267 10,4144

2,40598 65,3422 296 186 10,4144

51,8594 2,92324 2
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Ptiloha ¢. 13: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z neuspésné fixovaného vzorku ploutevni tkané lina obecného, a piislusného
standardu (fixovanych erytrocytii pstruha duhového). Pouzitou metodou k prodlouzeni
uchovatelnosti byla fixace 1% paraformaldehydem, analyza byla realizovana po
Idennim uchovani. Relativni obsah DNA jader bun¢k z ploutevni tkané lina se nachazi
piiblizn€ na kanale 18, relativni obsah DNA jader erytrocytli pstruha je patrny ptiblizné
na kanale 52. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf
& Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

26 1 1 - 2,50397 156,174 645 336 88,3682
52,0002 2,00001 2 - 2,02898 38,4088 159 77 B8,3682
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Ptiloha ¢. 14: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader bunék, které byly
ziskany z efektivné fixovaného vzorku ocasni tkdné€ plidku lina obecného, a ptisluSného
standardu (fixovanych erytrocytii pstruha duhového). Pouzitou metodou k prodlouzeni
uchovatelnosti byla fixace 5% etanolem, analyza byla realizovana po S5dennim
uchovani. Relativni obsah DNA jader bun¢k z ocasni tkan¢ pludku lina se nachazi na
kandle 26, relativni obsah DNA jader erytrocytl pstruha je patrny pfibliZzné na kandle
52. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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Mean Index Id Color CV% Area%  Area Areagate ChiSqu.

33,3763 1 1 - 21,0331 145,128 848 358 14,3336

53,1077 1,59118 2 238582 56,7521 332 227 14,3336
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Ptiloha ¢. 15: Ptiklad histogramu relativniho obsahu DNA jader buné€k, které byly
ziskdny z nelspéSné¢ fixovaného vzorku ocasni tkané plidku lina obecného,
a prisluSného standardu (fixovanych erytrocyt pstruha duhového). Pouzitou metodou
k prodlouzeni uchovatelnosti bylo mrazeni na -80 °C v 20% etanolu, analyza byla
realizovana po 5dennim uchovani. Relativni obsah DNA jader bun¢k z ocasni tkané
plidku lina se nachazi ptiblizn€ na kandle 33, relativni obsah DNA jader erytrocytl
pstruha je patrny ptiblizné na kanale 53. Histogramy byly zpracovany v softwaru Cyto
SW ver. 0.3 (Wolf & Danniel, CR).
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10. Abstrakt

Tato préce si klade za cil zhodnotit moznost vyuziti riznych biologickych fixativ
k prodlouzeni uchovatelnosti vzorkt rybich bun€k a tkani pro pozdéj$i méteni obsahu
DNA pritokovou cytometrii. Jako modelové druhy byly vybrany jeseter maly a lin
obecny, od kterych byly ziskdvany tii typy vzorki: krev a ploutevni tkan subadultnich /
adultnich jedinci a ocasni tkan vykuleného plidku. Na kazdy typ vzorku kazdého
modelového druhu bylo testovano 13 fixacnich metod, pfi jejichz vybéru byl kladen
zvySeny diraz na snadnou proveditelnost a €asovou nenaro¢nost. Na pritokovém
cytometru byly vzorky meéfeny v nativnim stavu neprodlené¢ po odbéru do
fyziologického roztoku a dale po 1, 5 a 10denni fixaci, béhem niZ byly uchovavany
Vv lednici nebo mrazaku pti -80 °C. Jejich analyza probihala simultanné se standardy —
nativnimi buitkami z ploutevni tkédn¢ lina v pfipad€ zkoumani vzorkl z jesetera malé¢ho
a komeréné dodavanymi fixovanymi pstruzimi erytrocyty pro vzorky z lina obecného.
Pouzitym fluorochromem byl 4°,6-diamidino-2-fenylindol (DAPI s excitaénim/emisnim
maximem 358 / 461 nm). Na zaklad¢ zjisténych hodnot varia¢niho koeficientu (CV)
fixovanych vzorka a zmén v trovnich jejich fluorescence ve srovnani s nativnim stavem
jsou navrzeny optimalni postupy pro prodlouzeni uchovatelnosti vSech typti vzorki
obou modelovych druht.

Pti fixaci krevnich vzorkl jesetera malého bylo nejlepSich vysledki dosazeno
S pouzitim 15% etanolu, fixace vzorkl ocasni tkdné plidku téhoz rybiho druhu probéhla
postupll nezpusobil statisticky vyznamnou zménu intenzity fluorescence a vSechny
vedly Kk zisku primérnych CV do 3 %. Ploutevni tkan jesetera malého se osvédcilo
mrazit na suchém ledu v 5% DMSO, kdy byly sice primérné CV v nékterych ptipadech
vyS$i nez 3 %, fluorescence vzorku vSak nebyla ovlivnéna na statisticky vyznamné
urovni.

Nejlepsi metodou pouzitou pro prodlouzeni uchovatelnosti vzorkd krve lina
obecného bylo mrazeni na suchém ledu v 5% DMSO, které vedlo k zisku primérnych
CV do 3 % a statisticky vyznamné zméné v urovni namefené fluorescence ve srovnani
S nativnimi vzorky v jediném pfipad¢ (1. den analyzy). Stejnd metoda se osvédcila pro
ploutevni tkan lina obecného, kdy neindukovala statisticky vyznamné zmény intenzit
fluorescence, a primémé CV se pohybovaly pod 3% hranici. Ocasni tkan plidku lina

obecného byla nejlépe fixovana pii pouziti 5% etanolu, tehdy byly primérné CV nizsi
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nez 3 % a fluorescence byla ve srovnani s nativnimi vzorky statisticky odlis$nd pouze
V jediném ptipadé¢ (10. den analyzy).

Jelikoz lze vkladani vzorkti do lednice nahradit jejich umisténim na led a uchovani
ve specidlnim mrazdku pii -80 °C simulovat pouzitim suchého ledu, jsou vSechny
uvedené metody jednoduse proveditelné i v terénnich nebo provoznich podminkach.
Rozsah moznych aplikaci by se mohl jesté rozsitit, pokud by bylo experimentalné
prokazano, ze jsou metody navrzené pro fixaci vzorkl z jesetera malého efektivni i pro
vzorky z jinych chrupavéitych ryb, a ty, jez se osvédCily pro fixaci vzorku z lina

obecného, zase pro vzorky pochdzejici z dalSich druht kostnatych ryb.

Klicova slova: prodlouzeni uchovatelnosti, jeseter maly, lin obecny, krev, ploutevni

tkan, ocasni tkan plidku, CV, intenzita fluorescence
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11. Abstract

This thesis aims to assess the possibility of the usage of various biological
fixatives for fish cell and tissues samples in order to extend its storage for later flow
cytometric measurement of DNA content. The model species chosen were sterlet and
tench, from which three types of samples were obtained: blood and fin tissue of
subadult / adult individuals and tail tissue of hatched larvae. Altogether 13 fixation
methods were tested for each type of sample of both model species. Methods were
chosen based upon their easy feasibility and low time-consumption. The samples were
measured on flow cytometer in native state immediately after sampling and placing in
physiological saline and after 1, 5 and 10 days of fixation during which they were stored
in a fridge or in a freezer at -80 °C. Their analysis was carried out simultaneously with
standards — native cells from tench fin tissue when investigating sterlet samples, and
commercially available fixed trout erythrocytes for tench samples. A fluorochrome used
was 4',6-diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI; with excitation/emission
maxima 358 / 461 nm). Based on the evaluation of coefficients of variation (CV) of
fixed samples and the changes in their fluorescence levels in comparison with native
state, optimal procedures for extended storage of all types of samples from both model
species are suggested.

The best results of sturgeon blood sample fixation were achieved using 15 %
ethanol, the fixation of larval tail tissue of the same species was most successful in the
case of freezing in 1 % ethanol and physiological saline at -80 °C. None of these
procedures caused any significant change of fluorescence intensity and with all of them
CVs lower than 3 % were obtained. For sterlet fin tissue, freezing on dry ice in 5 %
DMSO has proven successful, the average CVs were higher than 3 % in some cases but
the fluorescence of samples was not affected significantly.

The best method used for extended storage of tench blood samples was freezing on
dry ice in 5 % DMSO, which led to average CV below 3 % and statistically significant
change in the fluorescence level measured in comparison with the native samples was
found only in a single case (1st. day of analysis). For fin tissue of tench the same
method has proven successful, it did not induce statistically significant changes of
fluorescence intensity and average CVs were lower than 3 %. For fixation of larval tail

tissue it was the best to use 5 % ethanol, in this case average CV were lower than 3 %
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and the fluorescence was statistically different only in a single case in comparison with
the native samples (10th. day of analysis).

Since it is possible to substitute placing the samples into fridge with putting them on
ice and storage in a special freezer can be simulated with using dry ice, all the methods
presented are easy feasible in field or under operating conditions. The range of possible
applications will get larger, if it is experimentally proved, that the methods proposed for
sterlet samples fixation are effective also for samples of other chondrosteans, and the
methods approved for tench samples fixation work also for the samples of other
teleosts.

Keywords: storage extension, sterlet, tench, blood, fin tissue, larval tail tissue, CV,

fluorescence intensity
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