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1 UVOD

Biologicky material ma& omezenou dobu pouZiti pro klinické aplikace,
a proto je do budoucnosti dllezité dbat na jeho efektivni moznosti uskladnéni.
V soucasnosti se v medicinskych, vyzkumnych a diagnostickych zafizenich pouzivaji

rizné druhy fixace biologického materialu, z nichz nejznaméjsi je formaldehydova

fixace nebo uchovani biologického materialu pfi -80°C.

Tato prace se zabyva porovnanim vyhod a nedostatkll nedavno zavedené techniky
fixace bunék pomoci HOPE C¢inidla a se sou¢asné pouzivanymi technikami uskladnéni
biologického materialu pfi -80°C, v protektivnim Cinidle RNAlateru a pouziti Cerstvého
materialu.

HOPE fixace je novodoba technika pouzivana pro uskladnéni biologického materialu
pomoci HOPE ¢inidla, které ma protektivni ucinek va&i dalS§im dehydrataénim
a degradaénim krokiim a nasledné dochazi k zaliti biologického materialu nizkotajicim
parafinem. Biologicky material uskladnény v parafinu vydrzi nékolik let
pfi 4°C a pro klinické aplikace je zdrojem materialu pro izolaci RNA a DNA o vysoké
kvalité. Z takto rizné uskladnéného biologického materialu byla pro srovnani technik
fixace provedena extrakce nukleovych kyselin a jejich kvalita ovéfena v klinickych

aplikacich (reverzni transkripce, kvantitativni RT-PCR, Nanodrop 1000, genotypizace).



2 TEORETICKA CAST

2.1 Biologicky material

Mezi nej¢astéji pouzivany biologicky material slouzici k vySetfeni v humanni mediciné
patfi krev, mo€, stolice, bronchoalveolarni lavazni tekutina, dalSi material jako jsou
tkané a organy ziskané pfi operacich tzv. biopsii.

V této praci byla pouzita plna nesrazliva krev jako biologicky material pro izolaci bunék

a jejich naslednou fixaci a extrakci nukleovych kyselin.

2.1.1 Odbér materialu

Odbér biologického materialu je soucCasti nejen rutinnich vySetfeni u lékare,
ale také se provadi jako bézna metoda ve vyzkumnych zafizenich.

Odbér biologického materialu je prvnim krokem potfebnym k ziskani reprezentativniho
vzorku bez obsahu kontaminantl a dalSich nezadoucich stop. Technika odbéru vzorku
je zvolena tak, aby odbér byl co nejSetrnéjSi a nejrychlejsi vici pacientovi a také vadi
samotnému vzorku, tedy aby byla zachovana ultrastruktura bunék a nedochazelo
k autolytickym procesim. Jelikoz odebrany vzorek se muze dlouhym stanim
pfi pokojové teploté znehodnotit, je potfeba aby vzorek podle jeho puvodu (tkan, krev
atd.) byl uchovan a zpracovan podle potfeby jeho dalSiho vyuZiti.

Pro odbér pIné nesrazlivé krve se pouZivaji odbérové zkumavky VACUETTE® (Obr. 1)
s EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina = koagulacni c¢inidlo), které vyvaze
vapenaté ionty a tim blokuje koagulaéni kaskadu. Misto, ve kterém dochazi
ke zpracovani vzorku je laboratof, ktera splfiuje pozadavky pro tyto Uucely.
Mezi nezbytné pozadavky patfi: dobré osvétleni, klimatizovany prostor, vybaveni
pracovnimi stoly se sedacim nabytkem, ulozné prostory pro laboratorni pomucky
a chemikalie, rozvod vody, elektfiny a plynu.

Soucasti laboratofe pro zajisténi jejiho dobrého chodu je také dobie proskoleny
personal dodrzujici veSkera pravidla ochrany a bezpecnosti zdravi pfi praci (Jirkovska,
2009).
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Obr. 1: Zkumavky VACUETTE® s EDTA (pfepracovano podle www.dialab.cz)

11 -


http://www.dialab.cz/

3 FIXACE

Po odebrani vzorku je potfeba zachovat jeho strukturu bunék ve stavu, ktery co nejlépe
pfipomina situaci v zivém organismu (Manakova & Seichertova, 2001). Po odebrani
vzorku dochazi k preruseni veSkerych regulac¢nich mechanismi mezi burikami,
k zastaveni pfivodu kysliku, Zivin a naopak odvadéni metaboliti z buriky ven, vzniklych
pfi chemickych reakcich. V bufikdach pak dochazi k dezorganizaci bunééného
metabolismu. Aktivnimi  Ciniteli v bunkach se stanou jejich vlastni enzymy,
které narusuji burfiku svou nekoordinovanou &innosti a zpUsobuji samonatraveni buriky
(autolyzu). Pokrocila autolyza vzorek znehodnocuje natolik, ze ho nelze
dale analyzovat. Proto je nutné vzorky fixovat, aby doSlo k zastaveni
téchto destruktivnich procesu, které naruSuji prostfedi bunky (Jirkovska, 2009).

DalS$im ucelem fixace je konzervace bunék a zastaveni rastu bakterii a plisni.
Nevhodnou fixaci muze dojit k ovlivnéni chemickych vlastnosti struktury proteina,
antigent a aktivity enzym0 nebo fyzikalnich vlastnosti jako jsou zmény propustnosti
biomembran, transformace cytoplasmy apod. V poslednich letech doSlo k hledani
novych alternativnich latek a postupt fixace biologickych material(, které se vyznaduji
dobrymi vlastnostmi pfedevSim k zachovani makromolekul, antigenich determinant,
RNA, DNA a proteinG. Jako idealni fixacni Cinidlo se ocekava latka, ktera preda
biologickému materialu pevnost pro jeho nasledné zpracovani, odolnost komponentam
materialu pfed rozkladem, hnilobou a autolyzou. Do nedavna nebylo nalezeno zadné
idealni fixativum, které by splfovalo vSechny tyto pfedpoklady, zachovavalo bunéénou
morfologii a pfitom neménilo slozeni vzorku tak, Ze by ménilo reaktivitu chemickych
skupin a tim branilo detekci ur€itych latek. Z tohoto divodu je potfebné vice se vénovat
této problematice a najit vhodny postup nebo fixaci, ktera by splfiovala vSechny
tyto parametry anebo alespori spojovala vétSinu vyhod vS8ech fixativ
(Hewitt et al. 2008).
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3.1 Historie fixace

3.1.1 Formaldehydova fixace
Mezi nejznaméjSi a pravdépodobné nejpouzivanégjsi fixacni ¢inidlo biologickych
materiald patfi formaldehyd. Formaldehyd jako prvni objevil Alexander Butlerov v roce
1859 a od té doby byly zkoumany jeho u€inky a mozné vyuziti. Nejdfive
byl formaldehyd zkouman jeho vodny roztok Ferdinandem Blumem, ktery ho zfedil
na 4% koncentraci. Blum objevil jeho mozné ucinky jako antiseptikum a na zakladé
jeho podobnosti a alkoholem, ktery se tehdy pouzival v histologii pro uchovani tkani,
zahdjil pozoruhodnou Kkariéru v experimentalni medicing, v niZz byl prvni osobou
na svété, ktery pouZzival formaldehyd jako fixativum a zarover objasnil chemické
chovani formaldehydu (Fox et al. 1985).
Formaldehydova fixace je tedy znama uz nékolik desetileti a od pocatku 20. stoleti
formaldehyd vyuzivaji patologické laboratofe po celém svété diky jeho komfortni
manipulaci, pfesnosti a cenové dostupnosti. OvSem doposud bylo provedeno
jen nékolik studii zaméfenych na fyzikalni a chemické aspekty formaldehydu,
které nejsou pfili§ do budoucna privétivé pro uchovani biologického materialu
(Thavarajah et al. 2012).
V dnesni dobé se pouziva tradini metoda fixace s 10% koncentraci formaldehydu
a nasledné zaliti do parafinu. Nicméné formaldehyd diky svym toxickym vlastnostem
a Skodlivosti vac&i zivotnimu prostfedi Celi vyraznym kritikdm. Navic dlouhodobé
skladovani ve formaldehydu zpUsobuje oxidaci reaktivnich skupin peptidd a tim je Cini
stabilnéjSi a hufe odstranitelné promytim v alkoholu ¢i vodé (Glenner,1957).
Problémy spojené s formaldehydovou fixaci jsou tedy spojené zejména se zdravotnimi
riziky, degradaci RNA a DNA, zesitovanim proteint zejména fosfoproteind a ztratou
antigenich determinant. Celkova mira zmén vdaném vzorku indukovana
formaldehydem je zavisla na koncentraci, pH a teploté fixativa. S rostouci teplotou
a koncentraci €inidla roste degradace a uchovatelnost nukleovych kyselin.
Zdravotni rizika spojené s pouzivanim formaldehydu hrozi pfedevSim v rozvojovych
zemich, kde nemaji klimatizované mistnosti a formaldehydové pary tak mohou pusobit
na dychaci organy, o€i apod. Dnes se pfi praci s formaldehydem pouzivaji specialni
rukavice a ochranné pomucky, ale i pFesto existuje potencionalni nebezpedi,
a to pfi pfenosu vét§iho mnozstvi vzorkl (tkani) do vétSich nadob s formaldehydem
a jeho nasledné rozliti v patologické laboratofi. Mezi nejzadanéjsi fixativa patfi
formaldehyd pravé diky své finanéni dostupnosti, snadné manipulaci a pfipravé.
Ov8em negativa v pfipadé formaldehydu vyrazné pfevazuji nad jeho pozitivy,

a proto pokrok klinickych pfistupli sméfuje k zavedeni rutinnich fixacnich metod,
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které budou zajiStovat dostateCnou ochranu a kvalitu nukleovych kyselin a proteinG

pro molekularni analyzu v diagnostice (Tokuda et al. 1990, Noguchiet et al. 1997).

3.2 Novodoba fixativa

3.2.1 RNAlater

RNAlater je protektivni slouenina chranici bunénou RNA, ktera slouZi k uskladnéni
vzorku (tkané, bunék apod.) ihned po jeho ziskani. Diky moznosti uloZeni vzorku
ihned do RNAlateru nam toto fixativum uSetfi ¢as a ztratu dllezitych komponent
biologického materialu béhem dlouhého stani napf. na sale nebo pfed zmrazovanim
v tekutém dusiku apod. RNAlater rychle pronika do tkané, ¢imz ji stabilizuje a chrani.
PFi pouziti RNAlateru je dulezité, aby biologicky material byl zcela ponofen do tekutiny,
uvadi

se do pétkrat vétSiho objemu nez je vzorek (www.lifetechnologies.com, Obr. 2).
Uskladnéni v RNAlateru Ize rozdélit podle doby pusobeni RNAlateru. Pokud se jedna
o den, vydrzi vzorek pfi laboratorni teploté, pokud se jedna o tydny a mésice ulozi
se vzorek v RNAlateru do -20°C.

Cerstva tkari
nebo buriky

b L |zolace mRNA
RNAter U Jo

y ' procedury

Obr. 2: Obecné schéma ulozZeni tkané nebo bunék do RNAlateru pro mRNA izolaci

(www.lifetechnologies.com)

Skladovani biologického metarialu v RNAlateru nerudi molekularni ani histologické
analyzy. Diky jeho netoxickym vlastnostem pFekonava fixaci formaldehydem
a ve srovnani s Cerstvé zmrazenymi vzorky je u né vyhodou, Ze se nemusi
rozmrazovat a tudiz u néj nedojde k zbyte€né degradaci RNA. Vyhodou je tedy rychly
pfenos genetického materidlu do RNAlateru, nenarotné skladovani, snadna

manipulace a pfedevsim netoxické vlastnosti (Florell et al. 2001).
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3.2.2 HOPE fixace

Je to nékolik let, kdy byla objevena HOPE fixace (Hepes glutamic acid buffer mediated
Organic solvent Protection Effect). Jedna se o novou nadéjnou techniku, ktera se svym

pracovnim postupem podoba klasické formaldehydové fixaci (Braun et al. 2011).

3.2.2.1 Popis HOPE fixace

Jedna se o fixaci, ktera vyuziva ochranné cinidlo tzv. HOPE solution, aceton jako
jediné dehydratacni Cinidlo a nizkotajici parafin prfedehfaty na 52 - 54°C
(Vollmer et al. 2006). U kazdé fixace je cilem chranit vzorek a stabilizovat
jej pro dlouhodobé uchovani a nasledné klinické aplikace. Pfi HOPE fixaci se proto
vyuziva nejdfive HOPE solution, do kterého jsou cCerstvé vzorky ponofeny
a inkubovany zpravidla pfes noc. HOPE solution je hyperosmolarni sloucenina,
ktera ma ve svém slozeni smés aminokyselin o rliznych koncentracich (10 — 100 mM)
a vykazuje pH o 5,8 — 6,4 pfi pokojové teploté. Cilem ponofeni vzorku do HOPE
solution je jeho pronikani difuzi do vzorku a ochrana pfed nasledujicimi kroky.
Naslednymi kroky jsou totiz dehydratace pomoci organického acetonu, ktery svym
pusobenim vysrazi vétSinu HOPE solution a ponecha jen nepatrny zbytek pro dalSi
ochranu a kroky fixace. Diky HOPE solution dochazi i k rychlejS§imu zpfistupnéni
priniku acetonu do vzorku, a tak je jeho dehydratani ucinek spole¢né s denaturacnim
uc¢inkem rychlejSi a nedochazi k rozsahle denaturaci, naopak slouzi k zachovani
vysoké kvality RNA, DNA a antigennich struktur. DalSim krokem fixace je zaliti vzorkd
predehfatym nizkotajicim parafinem a inkubace pres noc pfi 60°C. Infiltraci parafinu
do vzorku se zaruCi odstranéni acetonu a zbytku HOPE solution,

ktery ma zde posledni ochranné ucinky (Olert et al. 2001).

3.2.2.2 Studium HOPE fixace, FFPE a FTS

HOPE fixace byla v nékolika studiich zkoumana a srovnavana s dalSimi druhy fixace
biologického materialu, a to s nejcastéji pouzivanou formaldehydovou fixaci (formalin
fixation and paraffin embedding = FFPE) a s uskladnénim c&erstvych vzorku
pfi -80°C (fresh frozen tissue=FTS) (Uhlig et al. 2004). V téchtostudiich se autofi
zamérovali pfedev§im na vyhody a nevyhody HOPE fixace s ohledem na vysledky
molekularnich analyz jako jsou (H&E barveni, fluorescencni in situ hybridizace,
DNA a RNA extrakce, kvantitativni RT-PCR, proteinova extrakce a western blotting)
(Braun et al. 2011).
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Vyznam veskerych fixaci spociva v umoznéni vytvofeni rozsahlych biobank (uloZist)
po celém svété, které obsahuji nemalé mnozstvi vzorkd, s nimiz se i po dlouholetém
uskladnéni pracuje. Nasledné maji vyuziti v klinickych aplikacich, kde by méli
poskytovat reprodukovatelné vysledky jak pro vyzkum, tak pro diagnostiku.
Diky vytvofeni biobank a naslednych internetovych databazi, které obsahuji klinické
informace o danych vzorcich, je zaruCen rozvoj ve vyzkumych organizacich nejen
v jednom staté, ale celosvétové. To v8e je nutné k ziskani povédomi v ramci
této problematiky a také k rostoucimu zajmu a pozadavku na skladovani biologického
materialu (Troyer, 2008). HOPE fixace proto nabizi uplné novy a na uskladnéni
nenaro¢ny smér fixace se znaénymi vyhodami oproti FFPE a srovnatelnymi vysledky
s FTS.

Ze studii srovnavajici vSechny aspekty téchto fixaénich metod vyplyva, ze obecné
nejvice pouzivana technika fixace je FTS z davodu jejiho nejvét§iho pouziti v Sirokém
spektru molekularnich analyz. Nevyhodou této techniky je slozitéjSi manipulace
a pomérné vysSi ekonomické naklady na uskladnéni. Co se tyCe vysledkl
z molekularnich analyz, tak FTS poskytuje nejhorSi vysledky z hlediska morfologie
vzorku diky vytvofeni zmrzlych artefaktd naruSujicich histologickou kvalitu
a interferujiciho pozadi (Desciak & Maloney, 2000). Naopak FTS poskytuje
neprekonatelné vysledky z hlediska kvality a mnozstvi extrahované RNA, DNA
a proteind. FFPE patfi mezi nejpouzivanéjSi metody z hlediska snadné manipulace,
finan€ni nenaro€nosti a diky vysoce automatizovanému protokolu. V morfologii vzorku
svou kvalitou pfekonava FTS, ale diky degradaci nukleovych kyselin je dalsi
molekularni analyza FFPE vzork( velmi omezena.

HOPE fixace je jedna z malo technik, kter& ma potencial k pfekonani problému
spojenych s FFPE a FTS. Co se tyCe vysledku z barveni a imunohistochemie vzorku,
tak HOPE fixace poskytuje podobné kvalitni vysledky jako FFPE. Z hlediska kvality
a mnozstvi extrahované RNA, DNA a kvality protein(, poskytuje HOPE fixace
srovnatelné vysledky s FTS. Dale finanéni naroCnost je znacné nizSi nez u FTS,
ale mirné vysSi nez u FFPE, srovnani téchto metod je shrnuto viz Tab. 1.

Zavérem lze fFici, ze srovnavaci studie provedené paralelné na vzorcich FFPE, FTS
a HOPE, skute¢né& poskytuji duvéryhodné a pro HOPE fixaci pozitivni vysledky.
HOPE fixace proto slibuje uspésné vyuziti v diagnostice a vyzkumu pro potencionalni

uloZeni vzorkl (Braun et al. 2011).
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Tab. 1: Srovnani metod FFPE,FTS a HOPE fixace

Kritéria HOPE fixace FFPE FTS
Ekonomicka

++ + +++
narocnost
Délka protokolu +++ ++ +
Morfologicka kvalita | +++ +++ +
Kvalita a mnozZstvi

+++ + +++
RNA a DNA
Vyuziti pro klinické

+++ + +++

aplikace

*+ nejnizsi, ++ stfedni, +++ nejvy3si

3.2.2.3 Uskali HOPE fixace

HOPE ¢inidlo obsahuje nepatrné mnozstvi (0,03%) azidu sodného (NaNs),
ktery v tomto mnozstvi neni stanoven jako nebezpeclny, ale i tak jeho toxicita v tomto
mnozstvi nebyla doposud prozkoumana. Proto se z dlivodu bezpecénosti doporucuje
pracovat v ochrannych rukavicich.

DalSim moznym problémem spojenym s HOPE fixaci je neuplna denaturace
strukturalnich proteinl, enzymu a nukleovych kyselin, coz znamena, Ze takto fixovany
material nespliiuje zakladni pozadavek pro fixaci a to, umrtveni vird, priond,
mikroorganism(, mykobakterii apod. Material muze obsahovat tyto nezadouci
slozky, a proto mlUze byt povazovan za stale infek&ni material, se kterym je nutno
zachazet s patficnou opatrnosti. Mezi dalSi uskali této techniky patfi stale
neautomatizovany protokol, ktery se muze vruznych institucich i studiich Ilisit.
Tato technika fixace je také znacné zdlouhavéjSi nez u pfedchozich zminénych
technik. Dale nebyly provedeny studie sledujici dobu uskladnéni delSi nez 6 let,
coz je do budoucna jesté dalSi vyzvou pro prozkoumani (Olert et al. 2001,
Braun et al. 2011).

-17 -




4 NUKLEOVE KYSELINY

DNA je biologickd makromolekula — polymer v podobé fetézce nukleotidll. Struktura
DNA ma charakter dvouvlaknové prostorové spiraly vytvarejici prostor o praméru
2 az 3 nm. Smér vlaken DNA ma charakter pravotocCivé Sroubovice s opakovanym
stfidanim molekul cukru deoxyribosy a kyseliny fosforeéné spojené esterickou vazbou.
Ke kazdé molekule cukru je navazana dusikata baze smérfujici dovniti spiraly DNA.
Dusikaté baze délime na puriny a pyrimidiny. Mezi puriny patfi adenin a guanin.
Pyrimidiny jsou cytosin a thymin. Vazba mezi bazemi je zprostfedkovana vodikovymi
mastky. Parovani bazi mezi sebou je uréeno z dlivodu prostorovych a fyzikalné-
chemickych nasledovné: adeninn — thymin A-T, cytosin — guanin C-G. Z toho vyplyva,
Ze parovani dusikatych bazi je striktné ureno, ale jejich uspofadani po spirale DNA
jerazné, a tim vznika obrovsky pocet kombinaci. Pofadi bazi po celé délce spiraly DNA
pak urCuje tok genetické informace oznaCované jako sekvence nukleotidl
(Vacek, 1995). Molekula kyseliny ribonukleové se od DNA li§i tim, Ze je tvofena jednim
vlaknem nukleotidd. Cukr deoxyribosa je nahrazena ribosou a dusikata baze thymin
je zastoupena uracilem. Podle funkce rozliSujeme tfi typy RNA: transferova,
mediatorova a ribozomova.

Mediatorova RNA je ze vSech nejdulezitejSi, je totiz nositelkou genetické informace
z jadra, kde dochazi k replikaci DNA a k pFepisu pomoci specifickych enzym( do
MRNA procesem transkripce. Nasledné mRNA prodélava posttranskripCni sestfih,
kterym je upravena do vysledné mRNA, ktera putuje do cytoplasmy, kde pomoci tRNA
a rRNA dochazi k proteosyntéze, coz je zakladnim dogmaten molekularni genetiky
(Obr. 3). Proteiny nasledné podléhaji dalSim posttranslaénim modifikacim, kterymi
se upravuji do své finalni podoby, tak aby plnily rizné enzymatické a stavebni funkce
(Vacek, 1995).

DNA i RNA jsou zasadnim nastrojem fady klinickych aplikaci. Pfima diagnostika DNA
zZjiStuje, zda testovana DNA nese Ci nenese mutaci analyzovaného genu. K tomu
se vyuziva pfedevSim technika PCR (polymerazova fetézova reakce) zalozena
na amplifikaci cilové sekvence DNA pomoci specificky navrzenych primert. Metoda
PCR umozZriuje vizualizaci a analyzu studovaného genu. V nepfimé diagnostice DNA
se vyuzivaji vazebné markery, coz jsou polymorfni sekvence DNA vyskytujici
se vcelém genomu. Tyto markery jsou soucasti haplotypového bloku,

u néhoz muzeme sledovat segregaci alel studovaného genu z rodi¢li na potomky.
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K technikam vyuzivanym v nepfimé diagnostice patfi pfevazné sekvenacni technologie
nové generace (454 ROCHE, lllumina). Postupy pro analyzu a pfipravu DNA rovnéz
zahrnuji fragmentaci molekul DNA, cilené mutageneze, ligaci, amplifikaci a celé fady
dalSich technik provadénych v podminkach in vitro. (Cederbaum et al.1984).

V této praci byly izolovany RNA a DNA z rtizné fixovanych vzorku pro nasledné klinické
aplikace. Jelikoz samotna RNA je nestabilni z divodu pfirozené lability a existence
aktivnich ribonukleaz, tak se RNA prepisuje metodou reverzni transkripce do stabilngjsi
formy cDNA (komplementarni DNA, obsahujici jen kodujici sekvence),
ktera byla vtéto praci nasledné vyuzita ke sledovani genové exprese pomoci
RT-gPCR.

@ 9
009, S
a0
: QJ\J Aminokyseliny P rorein
s e \ “” ADP \aNA vaze ¢
st;‘Ra : ; 5 aminokyseliny
' o tRNA —{ ““‘ -r')
Jédroﬁ v 2 %/ Rostouci poly-
- peptidovy
tRNA s amino- Tetézec
kyselinou se
¢ vaZe na o
~ ~.ribosom
N \ 2
kodon \}
Cytoplasma

Obr. 3: Schéma centraini dogmy molekularni genetiky (pfepracovano dle

www.ciselniky.dasta.mzcr.cz)
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5 METODY

5.1 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces opacny Kk pfepisovani genetické informace.
Za normalnich okolnosti dochazi ve v3ech organismech k pfepisu deoxyribonukleové
kyseliny DNA do ribonukleové kyseliny RNA. V pfipadé reverzni transkripce
dochazi k pfepisu zRNA do DNA (cDNA). Tento proces je uskutecnén diky
enzymu reversni transkriptdza, kterd& ma zachovalou polymerazovou aktivitu.
Vtéto praci byla syntetizovdna cDNA z mRNA, ktera podleha posttranskripéni
modifikaci — polyadenylaci. Procesem polyadenylace byly na 3' konec mRNA navazany
adeninové nukleotidové sekvence, které usnadnuji transport mRNA Zz jadra
do cytoplazmy, vétSi stabilitu mRNA a také navazani oligo (DT) primerd. Nasledné
ziskana cDNA slouzila k amplifikaci pomoci PCR (Obr. 5), (www.lifetechnologies.com).
V této praci byl pouzit Anchored oligo dT, ktery se vaze na poly-A konec mRNA
a ma jesté na konci dva nukleotidy ,VN* kde V je dA, dC, nebo dG a N je dA, dC,
dG nebo dT (Obr. 4). Nasledné takto pfipravena cDNA je doporucena pro pouziti
v gPCR. www.lifetechnologies.cz, Bustin, 2004).

V dGTP, dATP or dCTP
Anchored oligo dT

3 )
—— NVTTTTTTIT
mRNA AAAAAAAAAAAAAAA y

Obr. 4 : Schéma Anchored oligo dT primerQ pro reverzni transkripci (pfepracovano dle

www.lifetechnologies.com)

-20 -


http://cs.wikipedia.org/wiki/Direkcionalita
http://cs.wikipedia.org/wiki/RNA
http://www.lifetechnologies.com/
http://www.lifetechnologies.cz/
http://www.lifetechnologies.com/

WYITTTITTITITII e

@

TITITITITYIT T

@

AAMAAMMNIIA
TTTTTTITITITIT

@

AMMANIANAA
= mﬂm:

@,

AAMMMAMMA AAAMAAAAA e AAAAAAAAAAAAAA
=mﬂﬂm1= =m= _mﬂmz
e AAAANAAAAAAAA AAMANMAAAA AMMANAIAIAL

Obr. 5: Schéma reverzni transkripce a qPCR (pfepracovano dle www.wordpress.com)
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5.2 ¢PCR

Polymerazova fetézova reakce je zalozena na replikaci nukleovych Kkyselin,
které jsou zakladnim molekularnim dogmatem vSech zivych organismda.

PCR je technika slouzici pro amplifikaci DNA sekvenci v in vitro podminkach. Metoda
byla vroce 1985 navrzena a pojmenovana panem Mullisem a jeho pracovnim
kolektivem (Mullis&Fallona, 1987). Samotnou reakci realizuje enzym DNA polymeraza,
ktera syntetizuje komplementarni vidakno DNA na zakladé templatu ve sméru
5-3" konec. Vreak¢éni smési se dale nachazeji deoxynukleotidy, primery a pufr
obsahujici ionty Mg Reakce probihaji v zafizeni nazyvaném termocykler,
ktery je schopny ménit teplotu automaticky v naprogramovanych ¢asovych intervalech.
Timto zpusobem milize vzniknout az miliarda kopii amplifikované molekuly. Pocet
syntetizovanych molekul produktu se vypocitad podle vztahu 2" (n= pocet cykla).
V prvni fazi dochazi k denaturaci dvoufetézcové molekuly DNA pfi teploté 94°C.
Vlivem denaturace dochazi k rozvolnéni vodikovych muistkl mezi jednotlivymi viakny
DNA a vznikaji dvé samostatna DNA vlakna. Nasledujici krok je umoznén diky snizeni
teploty termocykleru na 50-65°C, coz je optimalni teplota pro nasedani kratkych
oligonukleotidu  (primerd) na  jednotlivé  useky DNA, které chceme
kvantifikovat. Po nasednuti primer(, které ohraniCuji zacatek a konec uUseku
pro kvantifikaci, dochazi vtermocykleru k dalSimu zvySeni teploty (65-75°C),
které je vhodné k syntéze novych fetézci DNA prostfednictvim DNA polymerazy.

V této fazi dochazi k exponencionalnimu narustu produktu.

5.3 Real-Time PCR

Technologii RT-PCR je mozné sledovat mnozstvi vznikajiciho produktu v realném Case
pomoci zaznamu fluorescencéniho signalu pomoci specifickych oligonukleotidovych
sond.

Tyto sondy, téZ nazyvany jako fluorescenéni reportérové sondy nasedaji béhem
syntézy novych vldken na jednovlaknovou DNA. Proto, aby byl narust DNA
zaznamenan detektorem vtermocykleru, ma sonda specialni  strukturu,
kterou je komplementarni k danému useku DNA a zaroven na jednom konci obsahuje
tzv.fluorofor (R) a na druhém konci tzv. zhasec (Q). Blizka vzdalenost mezi fluoroforem
a zhaSeCem na sondé zabranéni sifeni fluorescence emitované z fluoroforu. Zhasec
zachytava fluorescenci a zabraruje jejimu Sifeni do okoli. Dusledkem exonukleazové
aktivity DNA polymerazy ve sméru 5°-3" konci, dojde k nejen syntéze nového vlakna,
ale také k narudeni blizkosti fluoroforu od zhasece, ktery se odstépi a tim padem

pfi excitaci laserem dojde k uvolnéni emitujiciho zafeni z fluoroforu zaznamenaném
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detektorem v kazdém cyklu (Obr. 6), (Peccoud et al. 1996, Liu et al. 2002,
Gupta et al. 2003). Ke spravnému vyhodnoceni kvantifikace cDNA a genotypizace

DNA pro vzorky fixované riznymi technikami byla v této praci pouzita technika Real-
Time gPCR (RT-gPCR).

NASEDNUTi SONDY A PRIMERU

K DENATUROVANE DNA :
Fluorochom .«.x  Emise fluorescence fluorochromu
Zhaset | R
quward je blokovana zhasetem
pnmer*
Reverse
l primer
Emise fluorescence
v Taq polymeraza pii syntéze DNA
< e g N |
3 P svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom
SYNTEZA DNA :
@

h

Obr. 6: Znazornéni qPCR procedury s vyuzitim fluorescenéné znacenych sond (pfepracovano

podle www.labguide.cz)
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6 LEIDENSKA MUTACE

Pro ovéreni, zda DNA ziskana z rGznych technik fixace dosahuje dostate¢né kvality
pro dalSi klinické aplikace byla v této praci provedena detekce mutace G1691A v genu
kédujicim Faktor V technologii Real-time PCR na pfistroji Rotor Gene Q.
Faktor V je soucasti koagulaéni kaskady, ktera zajiStuje tvorbu trombu (srazeniny).
Faktor Vje nezbytny k aktivaci protrombinu na trombin, ktery vzapéti aktivuje
fibrinogen na fibrin a dojde k vytvofeni koagulaéni sit&, ktera pomoci krevnich desticek,
vapenatych iontd a dalSich faktord je stabilizovana k vytvofeni nerozpustné
zatky. Tento mechanismus je udrzovan V rovnovaze pomoci
proteinu C (aktivovany protein C =APC), ktery se vaze na konkrétni aminokyselinu
ve faktoru V a inhibuje jeho funkci tak, aby nedochazelo k trombotickym stavim
(Obr. 7).

Leidenska mutace je mutace ve faktoru V, ktera zplUsobuje zaménu aminokyseliny
guaninu za adenin v pozici G1691A. V disledku této mutace se nemuze navazat
protein C na aminokyselinovou sekvenci faktoru V koagulaéni kaskady a nedojde
k jeho inhibici. Dochazi tak k nadmérné tvorbé trombu v Zilach a pfi utrZzeni trombu
od stény endotelu mlze dojit k plicni embolii, ktera je pfiCinou nahlych amrti
pfi nedostateCné rychlém odhaleni. Leidenska mutace je ziskané autozomalné
dominantni dédiné onemocnéni, které nema uplnou penetraci. Onemocnéni se tedy
muze projevovat s rlznou intenzitou u homozygotd a heterozygotd. Homozygoti,
ktefi maji obé dvé zdédéné alely genu faktoru V mutované, maji nékolikanasobné vyssi
riziko tvorby trombU oproti heterozygotum s jednou mutovanou alelou tohoto genu.
DalSi rizika pfispivajici k rozvoji této nemoci jsou koufeni, hormonalni antikoncepce,
téhotenstvi, operace apod. Proto je dulezité diagnostikovat tuto mutaci u t&€hotnych
Zen, zen pouzivajicich antikoncepci a u téch, ktefi maji zaznam této trombofilie
vrodinné anamnéze (Schambect et al. 1997, Eichinger et al. 2002,
Bloemenkamp et al. 1995, Kujovich 2011).
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Obr. 7: Schéma navazani APC na aktivni aminokyselinu Faktoru V a nasledné Stépeni

Faktoru V na dvé inaktivni formy (pfepracovano podle www.ismaap.org)
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6.1 Cile prace

Teoreticka Cast diplomové prace se zabyva moznostmi uskladnéni biologického
materialu pomoci rlznych technik fixace. Hlavnim zaméfenim této prace je popsani
novodobé techniky uskladnéni biologického materialu pomoci HOPE ¢&inidla a srovnani
této fixace s nejCastéji pouzivanymi technikami fixace z riznych studii, které prevazné
srovnavaji HOPE fixaci s formaldehydovou fixaci a skladovanim biologického materialu
pfi -80°C. V metodické Casti se tato prace zabyva pouzitymi metodami (reverzni

transkripce, kvantitativni RT-PCR, genotypizace).

Cilem této prace bylo srovnani nové techniky fixace bunék pomoci HOPE C¢inidla
se souCasné pouzivanymi technikami uskladnéni biologického materialu,
jako jsou skladovani pfi -80°C, v protektivnim Cinidle RNAlateru a pouziti cerstvého
materialu. Z takto uskladnéného materialu byla nasledné izolovana RNA a DNA a jejich
kvalita ovéfena v klinickych aplikacich (kvantitativni RT-PCR, Nanodrop 1000,

genotypizace).

Zavérem bylo provedeno srovnani téchto technik skladovani biologického materialu

pro RNA a DNA extrakci a jejich moznost pouziti pro klinické aplikace.
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7 EXPERIMENTALNI CAST

7.1 Material

7.1.1 Biologicky material

Vlastni plna nesrazliva krev byla odebrana do zkumavek s protisrazlivym c&inidlem
EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) v odbérové mistnosti Ustavu imunologie

FNOL vySkolenym personalem.

7.1.2 Pristrojové vybaveni

Stolni centrifuga nechlazena-Hermle (BioTech)
Inkubator (Robbins Scientific)

Trepacka BIOSAN VORTEX V-1 plus (Biosan)
Termoblok (Boekel scientific)

Termocykler (Eppendorf)

Box s laminarnim proudénim (Thermo Scientific)
Rotor Gene Q (Qiagen)

Nanodrop 1000 (Thermo Scientific)

7.1.3 Chemikalie
Pouzité Kity:
Izolaéni kit Direct-zol -RNA™ MiniPrep (Zymo Research)
Transcriptor first strand cDNA synthesis kit (Roche)

Izolagni kit Quick-gDNA MiniPrep (Zymo Research)
Detekéni souprava QGENEFV (IAB)

Chemikalie:

Fosfatovy pufr (PBS), (Exbio Olomouc s.r.0.)
Flotacni Cinidlo (Ficoll), (Sigma Aldrich)

Voda v PCR distoté (5Prime)

MgCl, (Thermo Scientific)

PCR pufr (Thermo Scientific)

StartrmTaqDNA polymeraza (Thermo Scientific)
Primery (East Port)
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TagMan Sondy (Roche)
Parafin (DCS Labline)
Aceton (mikroCHEM)
Isopropanol (SERVA)
RNAlater (Life Technologies)
HOPE solution (DCS Labline)
Ethanol 99,8% (Lach-Ner)
RNase inhibitor (Lab Mark)
TRI reagent (Sigma Aldrich)

7.1.4 Pomucky

Odbérové Zkumavky s EDTA 9 ml (Geiner bio-one)
Zkumavky sklenéné 9ml (GAMA)

Zkumavky plastové 50 ml (SARSTEDT)

Stojanek na zkumavky (SARSTEDT)

Pipety, $pi¢ky, mikrozkumavky plastové 2 ml (Eppendorf)
Stojanek na mikrozkumavky PP (Fisher Scientific)
Bunicina (Chemos C2)

Pasteurovy pipety (Ratiolab)

Vinylové rukavice (Kimberly Clark)

LoBind Tube (Eppendorf)

Prouzek 8 PCR mikrozkumavek, PP (Verkon)
Kryostojanek na mikrozkumavky (Verkon)

0,1ml stripy s vicky pro Rotor-Gene (IAB)
Zasobnik PCR — Cooler (Qiagen)
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7.1.5 Priprava vzorki

Z pIné nesrazlivé krve (72 ml) byla izolovany bile krvinky za pomoci stabilizatoru
pH fosfatového pufru (PBS) a pomoci flotaéniho &inidla (Ficoll).

Zkumavky s krvi byly rozdéleny na 16 alikvotd o stejném mnozstvi a zfedény stejnym
mnozstvim PBS. Do 32 novych zkumavek bylo pfidano 64 ml Ficolu
(2ml do kazdé). Poté smés krve s PBS byla navrstvena do zkumavek s ficolem
(stejné mnozstvi do kazdé zkumavky). Dale byly vzorky centrifugovany
10 min/1500 otacek, a poté 10min/3000 otacek. Centrifugaci byla smés rozdélena
podle hustoty na dvé faze (Cervené krvinky a ficoll s prstencem bilych krivinek),
pficemz nami pozadovana faze (prstenec bilych krvinek) se nachazi uprostfed
viz. Obr. 8. Nasledné byly tyto prstence odebrany ze vSech zkumavek do d&tyf
50 ml zkumavek. Odebrané prstence byly stoCeny 10min/4000 otacek.
Po odstranéni supernatantu byl pelet bunék rozsuspendovan v 36 ml PBS.
Smés byla rozdélena na 18 alikvotd (o objemu 2 ml) do 2 ml eppendorfek
(9 alikvotti pro RNA izolaci a 9 alikvotd pro DNA izolaci) a sto¢eny 10min/4000 otacek.
Supernatant byl opét vylit a izolované buriky byly rozdéleny do triplikatt pro jednotlivé
metody fixace (Tab. 2).

Plazma (55%) ——

Prstenec bilych
krvinek (<1%)

Cervené krvinky
(45%)

Obr. 8: Rozdéleni buné&&nych populaci na tfi faze

(pfepracovano podle www.ajurvedske-lazne.cz)
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Tab. 2: Rozdéleni vzorkl do triplikatd podle rdznych technik fixace pro RNA a DNA izolaci

\/F;%?Eé Vzorky pro RNA izolaci Vzorky pro DNA izolaci

1 HOPE 1 HOPE 1

2 HOPE 2 HOPE 2

3 HOPE 3 HOPE 3

4 RNAlater 1 bb Cerstvé 1

5 RNAlater 2 bb Cerstvé 2

6 RNAlater 3 bb Cerstvé 3

7 bb zmrazené 1 bb zmrazeneé 1

8 bb zmrazené 2 bb zmrazené 2

9 bb zmrazené 3 bb zmrazené 3
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7.2 FIXACE

Pro fixaci byly pouzity bilé krvinky izolované dle pfedchazejiciho postupu a nasledné

byly fixovany rdznymi technikami.

Fixace pomoci HOPE ¢inidla

Bunky v HOPE Ccinidle byly ponechany pfes noc (16-20 hod) v ledni€ce. Po inkubaci
byly sto€eny 10 min/4000 otaéek a supernatant byl vylit.

Nasledné byla provedena dehydratace pfidanim 1 ml acetonu (4°C) do kazdé
2 ml mikrozkumavky po dobu 30 minut. Po inkubaci v acetonu byly bufky stoCeny
10 min/4000 otacek, supernatant byl vylit a cely krok s dehydrataci byl opakovan
5x.Nasledné byl pfidan nizkotajici parafin (54-60°C) do kazdé mikrozkumavky a burky
byly inkubovany pfes noc pfi 60°C. DalSi den byly vzorky ponechany na stole,
aby se ochladily na laboratorni teplotu a dale byly uskladnény v lednici (4°C).
Pro klinické aplikace bylo potfeba odstranit parafin nasledujicim postupem:

Nejdfive byla provedena inkubace (30 min) v pfedehfatém isopropanolu (60°C), b&hem
inkubace byly vzorky kratce zvortexovany. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany
10 min/4000 otacek a krok byl opakovan do uUplného odstranéni parafinu. Nasledné
byly inkubaci 10 minut v 70 %
Po inkubaci v acetonu byly vzorky stoCeny, supernatant odstranén a pfidana
RNA byly

(postup znazornén viz. Obr. 9). Poté byly vzorky opét stoCeny a supernatant odstranén.

burfiky  rehydratovany acetonu.

free voda, ve které vzorky inkubovany 10 minut

Vzorky byly nasledné pouzity pro izolaci RNA a DNA (viz. kapitola DNA a RNA

izolace).

Dehydratace Zaliti Inkubace pfes
|ﬂkl_idt|335% v HOPE acetonem | nizkotavitelnym > noc pri EE}F‘LG
Cinidle pres noc (5%30 minut) parafinem

¥
Inkubace v RNA Rehydratace v Deparafinace Skladovani v
free water 10 acetonu 10 minut [[* |5£:Erdaupgnolem “I lednitce pfi 4°C
minut Pri

Obr. 9: Schéma HOPE fixace (pfepracovano podle Olert et al. 2001)
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Fixace pomoci RNAlater

Tfi alikvoty peletu bilych krvinek ziskané zizolace, byly resuspendovany
ve 200 ul RNAlateru (3x200 pl) a ponechany 1 den v lednici a nasledny den uloZeny
do -20°C.

Fixace bunék v -80°C

Sest alikvot(i samotného peletu bilych krvinek bylo uskladnéno pfi -80°C.

Buriky bez fixace

Zbylé tfi alikvoty ziskané z izolace bilych krvinek byly ihned pouzity pro izolaci DNA.
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7.3 DNA

V této praci byla izolovana DNA ze vzork( uskladnénych pomoci HOPE ¢inidla,
bunék uskladnénych pfi -80°C a bunék Cerstvych bez fixace. |zolace byla provedena
pomoci izolaéniho kitu Quick-gDNA MiniPrep. Nasledné byla zméfena koncentrace

a Cistota DNA pomoci Nanodrop 1000 a provedena genotypizace pomoci RT-gPCR.

Izolace DNA

Izolace DNA byla provedena pomoci izolaéniho kitu Quick-gDNA MiniPrep.
Jednda se o jednoduchy postup pro rychlou izolaci celkové DNA. Pro izolaci DNA
staCi pfidat specialné navrzeny lyzaCni pufr zajistujici lyzu bunék a provést
nasledné centrifugaCni a promyvaci kroky, které zajisti purifikaci DNA. V tomto
izolacnim kitu se vyuZivaji purifikacni kolonky (Zymo-Spin Column) obsahujici filtr,
na néhoz se zachycuji DNA a necistoty. Kolonka s filtrem je vzdy zasunuta
do mikrozkumavky (Collection tube), do které se eluuji necistoty.

Pro izolaci DNA byly pouzity triplikaty bunék fixovanych v HOPE Ccinidle, buriky
uskladnéné pfi -80°C a buriky Cerstvé izolované bez fixace. V prvnim kroku izolace
byly bufiky 5-15 minut inkubovany s Genomic Lysis Buffer pfi pokojové teploté.
Béhem inkubace byla smés promichana 4-6 s. Smeés byla nasledné pfenesena
do kolonky s filtrem, ktery byl zasunut do mikrozkumavky. Poté byla smés sto¢ena
(vSechny centrifugéni kroky byly provendeny pfi 10 000g/1 min) a pritok byl vylit.
Filtr byl pfenesen do nové mikrozkumavky a bylo pfidano 200 yl DNA PreWash
Buffer a stoCeno. Prutok byl opét vylit a filtr byl pfenesen do nové mikrozkumavky.
Nasledné bylo pfidano 500 ul g-DNA Wash Buffer a stoCeno. Filtr byl opét
pfenesen do noveé mikrozkumavky a k nému bylo pfidano
50 pl DNase/RNase-Free vody. Smés byla inkubovana, a poté stoCena
30 spfi maximalnich otaékach a eluovana DNA byla uchovavana pfi —20°C

(schématicky znazornéno viz. Obr.10).
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Obr. 10: Schéma izolace DNA pomoci izolaéniho kitu Quick-gDNA MiniPrep

(pfepracovano podle www.zymoresearch.com)

Koncentrace a Cistota DNA

Kvantifikaéni metody DNA se obecné rozdéluji na specifické a nespecifické.
Nespecifické metody jsou zalozené na kvantifikaci veSkeré DNA ve vzorku bez ohledu
na jeji specifitu a metody specifické jsou zalozeny na kvantifikaci konkrétni sekvence
DNA. Jako nespecificka metoda v této praci byl pouzit Nanodrop 1000 a jako specificka
metoda real-time PCR.

Nanodrop 1000 je unikatni UV-VIS spektrofotometr s patentovanou technologii,
ktery pracuje svelmi malym mnozstvim vzorku (2 pl). Nanodrop nepouziva
pro davkovani vzorku kyvety ani kapilary, ale pfimé davkovani vzorku na snimaci
zarizeni. Vzorek vzlina mezi dvéma rameny spektrofotometru a umoziuje pomoci
optickych vlaken a povrchového napéti méfeni koncentrace DNA. DNA nejvice
absorbuje svételné zafeni o vinové délce 260 nm, proto mira absorbance znaci
mnozstvi DNA v roztoku. PFfi méfeni koncentrace DNA se také mefi mira kontaminace,
ktera je zaloZena na méfeni absorp&niho maxima bilkovin pfi pouziti svételného zafeni
o vinové délce 280 nm. Stanoveni miry kontaminace je na zakladé méfeni poméru
absorbance pfi 260 nm a 280 nm (A260/A280). Cistota DNA by se méla pohybovat
mezi hodnotami 1,8-2,0. Pfi hodnotach nizSich jak 1,7 se doporuuje DNA znovu
purifikovat. Nanodrop je schopen méfit az pfi koncentraci 3700 ng / ul (dsDNA)

bez fedéni vzorku (Koc¢arek, 2007, www.nanodrop.com).
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Pfed méfenim na Nanodropu 1000 byly vSechny vzorky DNA vytemperovany
na laboratorni teplotu, kratce promichany a sto€eny. Pro méfeni bylo potfeba nejdfive
nastavit software na pocitaci, ktery je kompatibilni s Nanodrop 1000. V softwaru bylo
nastaveno méfeni koncentrace nukleovych kyselin a nasledné bylo na dolni rameno
Nanodropu 1000 napipetovano 5 ul vody s PCR distotou pro nastaveni jako Blank.
Po pfivieni horniho ramena s dolnim, bylo v pocitaCi nastaveno méfeni Blanku
a po zméreni mohly byt ramena Nanodropu 1000 znovu otevieny a utfeny bunicinou.
Nasledné na dolni podstavec ramene mohly byt aplikovany vzdy 2 ul vzorku s DNA

a mohlo se pokracovat v méfeni (Obr. 11-14).

Obr. 12: Podstavec dolniho ramena pro nanaseni Blanku a vzorku (manuél Nanodrop 1000)
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Obr. 13: Vzlinajici se vzorek mezi hornim a dolnim podstavcem ramena Nanodropu
1000 (manual Nanodrop 1000)

Obr. 14: Cisténi ramen Nanodropu 1000 buniginou po kazdém méfeni (manual
Nanodrop 1000)
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Genotypizace

Pro genotypizaci DNA byla vtéto praci pouzita detekéni souprava QGENEFV
pro detekci mutace G1691A vgenu pro faktor V (Leidenska mutace) pomoci
Real-Time PCR na pfistroji Rotor Gene Q. Méfeni bylo provedeno v triplikatech
u vzork( fixovanych rtznymi technikami (buriky uskladnéné pomoci HOPE C¢inidla,
buniky zmraZené a buriky Cerstvé bez fixace).

Principem tohoto postupu je amplifikace uUseku nukleotidové sekvence,
ktera byla vymezena pouzitim sekvenéné specifickych primerd pomoci
Real-Time PCR. S narustajicim ¢asem roste mnozstvi PCR produktu pomoci nasedani
TagMan sond. Podle toho jaka alela genu se ve vzorku nachazi, nasedaji dvé rGzné
sondy. Sonda FAM, naseda na nemutovanou alelu (alela A, Wild Type) a poskytuje
pozitivni fluorescenéni signal ze zeleného kanalu (s rozsahem vinovych délek
470-510 nm, Green kanal), kdezto sonda HEX naseda na mutovanou alelu genu (alela
G) a poskytuje pozitivni fluorescenéni signal ze zlutého kanalu (s rozsahem vinovych
délek 530-555 nm, Yellow kanal). Tedy signal z kanalu Green poskytuje informaci
o pfitomnosti nemutované alely (Wild Type — v grafu neteCkovany signal, homozygot,
Obr. 15) a signal zYellow kanalu ukazuje na pfitomnost mutantni alely
(mutant — vgrafu teCkovany signal, homozygot, Obr. 16). U heterozygota,
ktery obsahuje jak mutovanou tak nemutovanenou variantu genu (alely AG), dochazi
k nasednuti obou typl sond (FAM i HEX) do oblasti genu a signal bude pozitivni
v obou kanalech (Yellow i Green, teCkovany i neteCkovany signal, heterozygot,
Obr. 17).
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Obr. 15: Pozitivni signal z kanalu Green pro sondu FAM (nete¢kovany signal, homozygot,

prepracovano dle manualu QGENEFV, IAB)
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Obr. 16: Pozitivni signal z kanalu Yellow pro sondu HEX (teCkovany signal, homozygot,

prepracovano dle manualu QGENEFV, IAB)
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Obr. 17: Pozitivni signal z kanalu Green i Yellow (nete¢kovany i teCkovany signal, heterozygot,

pfepracovano dle manualu QGENEFV, IAB)

Pfed genotypizaci byly nejdfive vS§echny DNA a MasterMix rozmrazeny pfi 4°C
v chladicich bloccich, poté promichany a stoCeny. DNA vzorky podle doporuceni
pouzitého kitu byly nafedény na 25 ng/ul (Tab. 3). Do zkumavek o objemu
0,1 ml bylo napipetovano 13 pl MasterMixu a nasledné byly ke kazdému mixu
pfidany 2 yl DNA/H,O jednotlivych vzorkl ziskanych zrdznych druhd fixace.
Jako referen¢ni material byly pouzity 3 vzorky se znamym genotypem. Dohromady

byla RT-gPCR provedena s 15 pl smési pfi teplotnim profilu viz. Tab. 8.
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Tab. 3: Red&ni DNA vodou v PCR ¢gistot& na 25 ng/ul

Vzorek N DNA (4l) H20 (ul)
HOPE 1 43,5 11,5 8,5
HOPE 2 68,5 7,3 12,7
HOPE 3 97,6 51 14,9
bb Cerstvé 1 47,9 10,4 9,6
bb Cerstvé 2 51,6 9,7 10,3
bb Cerstvé 3 52,7 9,5 10,5
bb zmrazené 1 24,1 20,0 0,0
bb zmrazené 2 58,8 8,5 11,5
bb zmrazené 3 16,0 20,0 0,0

Tab. 4: Teplotni profil Real-Time PCR

Krok Teplota (°C) Cas Pocet cykll
Pocatecni 95 > min 1
denaturace
Denaturace 95 15s ..
. 35, snimani
Nasedani primert 62 30s Green, Yellow

a syntéza DNA
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7.4 RNA

V této praci byla RNA izolovana ze vzorkl zalitych v RNAlateru, z bunék uskladnénych
pomoci HOPE ¢inidla a bunék zmrazenych v -80°C. Byl pouzit izolaéni Kit
Direct-zol-RNA™  MiniPrep. Nasledn& byla provedena reverzni transkripce

a kvantitativni PCR v realném Case (RT-gPCR).

Izolace RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci izolaéniho kitu Direct-zol -RNA™ MiniPrep.
Metoda je zaloZzena na rychlé a efektivni izolaci RNA pomoci TRI reagentu
s naslednymi centrifugaénimi a promyvacimi kroky. Izolace RNA probiha na kolonkach
(Zymo-Spin Column), které obsahuiji filtr, na ktery se RNA a nedistoty zachycuiji.
Kolonka s filtrem je vzdy zasunuta do mikrozkumavky (Collection tube), do které
se eluuji necistoty. Necistoty jsou z filtru odstranény postupnymi promyvacimi kroky
a vysledna RNA je zfiltru eluovana pomoci DNase/RNase-free vody (95°C).
VSechny pouzité reagencie kromé DNase/RNase-free Water byly vytemperované
na laboratorni teplotu.

Pro izolaci RNA byly pouzity triplikaty bunék fixovanych pomoci HOPE C¢inidla,
bufky skladované v RNAlateru a bunky uskladnéné pfi -80°C. Prvnim krokem
byla inkubace peletu bunék s 600 pl TRI reagentu po dobu 5 minut pfi pokojové
teploté. TRI reagent je slou€enina na bazi fenolu a zajiStuje dokonalou lyzu bunék.
Nasledné byly vzorky stoCeny (v8echny centrifugacni kroky byly provedeny
pfi 12 000g/1min). Supernatant byl pfenesen do mikrozkumavky (LoBind Tube)
a k nému bylo pfidano stejné mnozstvi ethanolu. Vzorky byly kratce zvortexovany
a mnozstvi smési (2x600 pl) bylo pfeneseno do kolonky s filtrem a sto¢eno.
Filtr se zachycenou RNA byl pfenesen do nové mikrozkumavky (Collection tube).
RNA zachycena na filtru byla precisténa 400 pl Direct-zol RNA Pre wash, vzorek
byl sto€en a pritok vylit (opakovano 2x).

Nasledné bylo pfidano 700 yl RNA Wash Buffer, stoceno a vylito. Nasledovalo stoceni,
tentokrat po dobu 2 minut. Filtr byl pfenesen do nové LoBind Tube a RNA z filtru byla
eluovana centrifugaci pfi maximalnich ota¢kach pomoci 100 ul pfedehfaté (na 95°C)
DNase/RNase-free vody. K ziskanému supernatantu byly pfidany 2ul RNase
inhibitoru, ktery zabrariuje Stépeni nestabilni RNA. Ziskana RNA byla uchovavana

pfi -80°C (schématicky znazornéno v Obr. 18).
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Obr. 18 : Schéma izolace RNA pomoci izola&niho kitu Direct-zol -RNA™ MiniPrep

(pfepracovano podle www.zymoresearch.com)

Koncentrace a ¢istota RNA

Koncentrace a Cistota RNA byla méfena na Nanodrop 1000 (viz. popsana metoda
v kapitole koncentrace a Cistota DNA). Koncentrace a Cistota RNA byly méfeny
u vzorkd, u nichz byla pouzita reverzni transkripce pro prepsani RNA do cDNA
(Tab.10).

Pfed méfenim na Nanodropu 1000 byly vSechny vzorky s RNA uchovavany na ledu.
Pro méfeni bylo potfeba nejdfive nastavit software na pocitaci, ktery je kompatibilni
s Nanodrop 1000. V softwaru bylo nastaveno méfeni koncentrace nukleovych kyselin
a nasledné bylo na dolni rameno Nanodropu 1000 napipetovano 5 ul vody s PCR
Cistotou pro nastaveni jako Blank. Po pfivieni horniho ramena s dolnim, bylo v pocitaci
nastaveno méfeni Blanku a po zméfeni mohla byt ramena Nanodropu 1000 znovu
oteviena a utfena buniinou. Nasledné na dolni podstavec ramena mohly
byt aplikovany vzdy 2 ul vzorku s RNA (Obr. 11-14).
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Reverzni transkripce

Reverzni transkripce byla provedena pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kitu pro vzorky s izolovanou RNA z riznych technik fixace (fixované pomoci HOPE
Cinidla, RNAlateru a buriky zmrazené). Reverzni transkripce spocivala v pfipravé dvou
zakladnich mixu: Template primer mix a RT MIX (Tab. 5 a 6). VSechny reagencie
vCetné izolované RNA byly udrzovany na ledé nebo chladicich podstavcich, aby
se zabranilo jejich poSkozeni a pfed jejich pouzitim byly vSechny fadné zvortexovany
a stoceny, kromé enzymu Transcriptor Reverse Transcriptase a izolované RNA.
Nejdfive byl pfipraven Template primer mix. Template primer mix obsahoval
1 pl Anchored-oligo (dT) a 7 ul vody v PCR Cdistoté. Celkové mnozstvi Template primer
mixu na jednu reakci bylo 8 pl. Template Primer mix byl rozpipetovan
po 8 ul do 0,2 ul PCR zkumavek, do nichz dale bylo napipetovano 5 pl izolované RNA
z ruzné fixovanych vzorkl. PCR zkumavky se smési byly kratce stoCeny, a inkubovany
v termocykleru po dobu 10 minut pfi 65°C.

Mezitim byl pfipraven RT MIX, ktery obsahoval 4 pl Transcriptor Reverse Transcriptase
Reaction Buffer (5x koncentrovany), 0,5 ul Protector RNase Inhibitoru
(40 U/ul), 2 ul Deoxynucleotide Mixu (10 mM) a 0,5 uyl Transcriptor Reverse
Transcriptase (20 U/ ul). Na 1 reakci tedy pfipadalo celkem 7 pyl RT MIXU. Po zahfati
v termocykleru byly PCR zkumavky pfeneseny ihned po dobu 5 minut
na led. Po ochlazeni na ledé bylo do kazdé PCR zkumavky pfidano 7 pyl RT MIXu
a PCR zkumavky byly opét kratce stoCeny. Nasledné byly PCR zkumavky vloZeny
do termocykleru na 65 minut. Termocykler byl nastaven 60 minut na 50°C a zbylych
5 minut byl nastaven na 85°C pro inaktivaci enzymu. Kone¢nym produktem reverzni

transkripce byla cDNA z rGzné fixovanych vzorka, ktera byla skladovana pfi -20°C.
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Real-Time kvantitativni polymerazova retézova reakce (RT-gPCR)

Kvantitativni PCR byla provedena s cDNA ziskanou z reverzni transkripce a genova
exprese byla méfena v ftriplikatech. Zakladem této reakce bylo vytvofeni mixu,
skladajiciho se z H,O v PCR ¢istoté&, pufru o vhodném sloZeni, MgCl, dNTPs, Primer L,
Primer R, sondy a Thermo-StartrmTagDNA polymerazy. Pomér jednotlivych slozek
byl dan na zakladé vyrobce primerl a sond (Tab. 7).

Do zkumavek o objemu 0,1 pl bylo napipetovano 20 ul reakéniho mixu a nasledné
bylo do zkumavek ke kazdému mixu pfidano 5 uyl cDNA jednotlivych vzork
z ruznych fixaci. Dohromady byla qPCR provedena s 25 pl smési pfi teplotnim
profilu daném Thermo-StartrmTagDNA polymerazou (Tab. 8).

Vysledkem gPCR bylo srovnani miry mRNA exprese genu PSMB2 u vzorkl

fixovanych riznymi technikami popsanymi vyse.

Tab. 5: Reagencie pro Template primer mix

Template primer mix

Reagencie 1 reakce (pl)
Anchored oligo (dT) 7,0
Voda v PCR Cistoté 1,0

Celkem 8,0

Tab. 6: Reagencie pro RT MIX

RT MIX
Reagencie 1 reakce (ul)
Deoxynucleotide mix, 10 mM 2.0
Protector RNAse inhibitor, 40 U/ul 0,5
Transcriptor reverse transcriptase 0,5
Transciptor reverse transcriptase reaction
4,0
Buffer, 5 xconc.
Celkem 7,0
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Tab. 7: Reak&ni mix pro gPCR

Reakéni mix
Reagencie 1 reakce (ul) reagencie 1 reakce (ul)
H,O 7,8 Primer L 2,25
10xAB pufr 2,5 Primer R 2,25
10 mM dNTPs 1 Sonda 0,5
Thermo-
25 mM MgCl, 35 StartTMTanNA
polymeraza 0,2
celkem 20 pl
Tab. 8: Teplotni profil pro gPCR
Krok Teplota (°C) Cas Pocet cykll
Pocatecni 95 15 min 1
denaturace
Denaturace 94 30s
Nasedani primeru 60 45 s 40
Syntéza DNA 72 60 s
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7.5 Vyhodnoceni

Pro srovnani vytéznosti a kvality rGznych fixaénich technik byla porovnana
MRNA exprese genu PSMB2 s vyuzitim techniky RT-PCR. Vyhodnoceni
vysledki z RT-gPCR bylo provedeno pomoci softwaru Rotor Gene 2.0.2
metodou druhé derivace (Obr. 19, relativni kvantifikace). Graficky
bylo znazornéno porovnani relativni mRNA exprese PSMB2 u vzorku fixovanych

riznymi technikami (Obr. 22).
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Obr. 19 : Metoda druhé derivace (pfepracovano dle manualu Rotor Gene Q, Qiagen)
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8 VYSLEDKY

Koncentrace a cistota DNA

Koncentrace a Cistota DNA byla méfena na Nanodrop 1000 pro vzorky fixované
pomoci HOPE ¢inidla, buriky uskladnéné pfi -80°C a Cerstvé izolované buriky
bez fixace.

Z Tab. 9 je patrné, ze v priméru nejvyssi mnozstvi DNA obsahovaly vzorky fixované
HOPE Ccinidlem. Co se tyCe Cistoty DNA, tak vSechny vzorky dosahovaly potfebné

Cistoty (pfesahujici hodnotu 1,7) pro nasledné klinické aplikace.

Tab. 9: Koncentrace a Cistota DNA pro vzorky fixované riznymi technikami

Vzorky Konce(rr:tgr;':lj()e DNA ksgtézst:gﬁe Cistota
DNA (ng/ul)

HOPE 1 43,5 1,8
HOPE 2 68,5 69,8 1,9
HOPE 3 97,6 1,8
bb Cerstvé 1 47,9 1,8
bb Cerstvé 2 51,6 50,7 1,9
bb Cerstvé 3 52,7 1,9
bb zmrazené 1 24,1 1,9
bb zmrazené 2 58,8 32,3 1,8
bb zmrazené 3 16,0 1,9
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Genotypizace

Pro genotypizaci DNA byl pouzit kit pro detekci mutace G1691A v genu pro faktor
V pomoci Real-Time PCR na pfistroji Rotor Gene Q.

Jako standardy byly pouzity vzorky se znamym genotypem. Z Tab. 10 je patrné,
ze standard s genotypem GG je homozygot s pozitivni reakci z kanalu Green
(barva zelena v Obr. 20, Wild Type), standard s genotypem AG je heterozygot
s pozitivni reakci z kanalu Green i Yellow (barva modra v Obr. 20, obsahuje bé&Zznou
i mutovanou variantu genu), standard s genotypem AA je homozygot s pozitivni reakci
z kanalu Yellow (barva €ervena v Obr. 20, obé varianty genu obsahuji mutaci).

DNA
(barva zlutd v Obr. 20 a Tab. 10) je homozygot GG (Wild Type) s pozitivhi reakci

Bylo Zjisténo, Ze vzorek fixovany riznymi technikami

z kanalu Green.

Tab. 10: Stanovené genotypy a signaly z kanalu Green a Yellow pro vzorky fixované rliznymi

technikami
Barva Vzorek Genotyp Signglr(ze:re]mélu Sign\s’;leﬁgvtnélu
] Standard 1 Wild Type GG + -
L] Standard 2 Heterozygot N N
AG
] Standard 3 Matunt AA - +
HOPE 1 Wild Type GG + .
HOPE 2 Wild Type GG + -
HOPE 3 Wild Type GG + -
bb Cerstvé 1 Wild Type GG + -
bb Cerstvé 2 Wild Type GG + -
bb Cerstvé 3 Wild Type GG + -
bb zmrazené 1 | Wild Type GG + -
bb zmrazené 2 | Wild Type GG + -
bb zmrazené 3 | Wild Type GG + -

*

+ pozitivni signal, - negativni signal
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Obr. 20: Stanoveni genotypu DNA u vzorku fixovanych rdznymi technikami

(barva zlutd=naSe vzorky s pozitivnim signalem z kanalu Green, ¢ervena barva=standard,
homozygot s pozitivnim signalem z kanalu Yellow, modra barva=standard, heterozygot

s pozitivnim signalem z kanalu Green i Yellow)
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Koncentrace a Cistota RNA

Koncentrace a Cistota RNA byla méfena na Nanodrop 1000 pro vzorky, z kterych byla
prepisovana mRNA do cDNA (Tab. 12). Z Tab. 12 je patrné, ze nejvySsi koncentraci
RNA obsahovaly vzorky uskladnéné pfi -80°C. Co se tyCe Cistoty RNA, jen vzorky

fixované pomoci HOPE Cinidla poskytovaly potfebnou hodnotu Cistoty vy$si nez 1,7.

Tab. 11: Koncentrace a Cistota RNA pro vzorky fixované riznymi technikami

Vzorky Koncentrace RNA Sistota
(ng/pl)
HOPE 39,3 1,7
bb zmrazené 110,0 1,4
RNAlater 34,5 1,5
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Relativni mRNA exprese genu PSMB2 vzorkl fixovanych

riznymi technikami

Vyhodnoceni vysledkd z RT-gPCR bylo provedeno pomoci softwaru Rotor Gene 2.0.2
metodou druhé derivace, pficemz byl graficky stanoven Také off point pro jednotlivé
vzorky fixované rlznymi technikami (Obr. 21). Dale byla stanovena relativni
koncentrace jednotlivych vzorkl (Tab. 11).

V Tab. 11 byly srovnany relativni koncentrace mRNA ziskané z rGzné fixovanych
vzorku, pfi€emz z tabulky je patrné, Ze buriky uskladnéné pfi -80°C obsahuiji 1,8 x vysSi
koncentraci mRNA nez bunky fixované v HOPE cinidle. Buriky fixované v HOPE ¢inidle
obsahuiji pfiblizné 2x vétsi koncentraci nez bunky uskladnéné v RNAlateru jak Ize také
vidét v Tab. 9. Z Obr. 22 je patrné, ze nejvySSi relativni expresi mMRNA genu PSMB2
méli bunky uskladnéné pfi -80°C, pak burky fixované pomoci HOPE cinidla

a nakonec buriky uskladnéné v RNAlateru.

151

1,0 4

05

dF 2id2C

5 10 15 20 25 30 35 40
Cycle

Obr. 21 : Relativni exprese mRNA stanovené metodou druhé derivace pro vzorky

fixované raznymi technikami (modra=bb zmrazené, zelena=HOPE fixace,

oranZova=bb v RNAlateru)
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Tab. 12: Relativni koncentrace a Take off point pro jednotlivé vzorky fixované rdznymi

technikami
Take off Relativni Pramér
Barva Vzorek oint koncentrace relativni
P koncentrace
I HOPE 1 22.0 1,05
I HOPE 2 22,1 1,00 1,00
I HOPE 3 22,2 0,95
B | °° Zmiaze”e 21,1 1,69
B PP zmrazenc | 21,0 1.79 176
B P Zm:;aze”e 21.0 1,79
I RNAlater 23,7 0,43
L RNAlater 23,7 0,43 0,41
e RNAlater 24.0 0,37
107
10-1.0
10-!5
10-2.0
10 25
107 e N/ ,
5 10 15

Cycle

Obr. 22: Relativni exprese mRNA pro vzorky fixované rtznymi technikami

(modra=bb zamraZené, zelend=HOPE fixace, oranzova=bb v RNAlater)
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9 DISKUSE

Uskladnéni biologického materidlu bez degradace nukleovych kyselin pro jejich
naslednou izolaci a pouziti v molekularnich analyzach je nepostradatelny krok
pro ziskani reprezentativniho vzorku s reprodukovatelnymi vysledky. V soucasnosti
jsou pouzivany ruzné techniky k uskladnéni biologického materialu, a proto je nezbytné
si zvolit nejoptimalnéjsi techniku, ktera umozni izolaci kvalitni nedegradované RNA a
DNA vhodné pro jejich nasledné pouziti v klinickych aplikacich.

Cilem této prace bylo izolovat bufky z pIné nesrazlivé krve a nasledné je uskladnit
podle vybranych fixacnich postupll (HOPE fixovany material zality v parafinu,
biologicky material ulozeny pfi -80°C, biologicky material zality v protektivnim cinidle
RNAlateru a Cerstvé pouzity biologicky material). Takto ulozeny biologicky material
byl nasledné pfipraven pro RNA a DNA izolaci. U izolované RNA z jednotlivych vzorka
fixovanych rGznymi technikami byla méfena koncentrace a Cistota RNA pomoci
Nanodrop 1000 a dale mRNA byla pfepsana pomoci reverzni transkripce do cDNA,
u které byla méfena mRNA relativni exprese genu PSMB2 pomoci RT-gqPCR.
U izolované DNA pro jednotlivé vzorky fixované riznymi technikami byla méfena
koncentrace a Cistota DNA pomoci Nanodrop 1000 a stanoven genotyp
pro Leidenskou mutaci pomoci RT-gPCR. DalSim cilem bylo zjistit, zda HOPE fixovany
material zality v parafinu pfi srovnani se zvolenymi fixanimi metodami poskytuje
srovnatelné &i odlidné vysledky.

Pro srovnani koncentrace a Cistoty DNA z jednotlivych vzorkl uskladnénych rdznymi
zpusoby (HOPE fixovany material zality v parafinu, biologicky material ulozeny
pfi -80°C a Ccerstvé pouzity biologicky material) byl pouzit Nanodrop 1000,
pficemz v prameéru nejvyssi koncentraci DNA mély vzorky fixované HOPE technikou,
material uskladnény pfi -80°C. Co se ty€e Cistoty DNA, tak vSechny vzorky dosahovaly
potfebné Cistoty (pfesahujici hodnotu 1,7), ktera je vhodna pro pouziti v dalSich
klinickych aplikacich. Podle Braun et al. (2011) a dalSich studii je rovnéz integrita DNA
srovnatelnd u vzorkG fixovanych HOPE technikou s biologickym materidlem
uskladnénym pfi -80°C.

Déale byla kvalita DNA ovéfena v RT-gPCR pro detekci mutace G1691A v genu
kodujicim Faktor V (Leidenska mutace). Stanoveni genotypu u vzork( fixovanych
rznymi technikami bylo UspéSné a ukazalo se, Ze vSechny studované metody
jsou vhodné pro ziskani DNA, ktera splfiuje naroky na kvalitu i Cistotu pro pouziti
v této klinické aplikaci (RT-gPCR).
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Dale byla ovéfovana kvalita a koncentrace RNA u vzorkd fixovanych raznymi
technikami. Vysledky méfeni ukazaly, ze vzoky fixované HOPE technikou
maji 1,8 x nizSi koncentraci RNA nez biologicky material uskladnény pfi -80°C. Naproti
tomu vzorky fixované HOPE technikou vykazovaly pfiblizné 2x vysSi koncentraci
nez biologicky material zality v protektivnim Cinidle RNAlateru. Dle Micke et al. (2006)
je pricinou vysoké integrity a vytéznosti RNA u vzork( uskladnénych pfi -80°C jejich
okamzité a rychlé zmrazeni. Sou€asné ale i poprel, Zze by doba stani vzork( na ledu
ovliviiovala kvalitu RNA pfi pfepravé do biobanky. NizSi exprese RNA u biologického
materialu zalitého v protektivnim C¢inidle RNAlateru jsou dle Micke et al. (2006)
v rozporu s ostatnimi studiemi, pfiéemz v jeho studii byla prokazana nejvétsi variabilita
hladin genové exprese u takto uskladnéného materialu, a to jak ve srovnani v rliznych
Casovych bodech, tak v odchylce mezi opakovanim experimentu.

Pro porovnani vzork( fixovanych rdznymi technikami byla jeSté zméfena jejich
koncentrace a Cistota RNA pomoci Nanodrop 1000. Bylo zjisténo, Ze nejvysSi
koncentraci RNA ma biologicky material uskladnény pfi -80°C a to 2x vice nez zbylé
dveé techniky fixace. Vzorky fixované HOPE technikou vykazovaly o néco vys3i hodnotu
koncentrace  RNA nez vzorky =zalité v RNAlateru. Co se tyCe Cistoty RNA,
tak jen vzorky fixované HOPE technikou pFesahovaly doporucenou hodnotu 1,7.
Ostatni dvé techniky nesplnily pozadavek na Cistotu RNA, coz mohlo byt zplsobeno
kontaminaci vzorkt b&€hem rozmrazovani ¢i analyzy.

Vzorky fixované HOPE technikou byly srovnavany také v publikaci Olerta et al. (2001),
ktery takto fixované vzorky pouZil nejen pro zachovani nukleovych Kkyselin,
ale i pro histologické barveni. Zjistil, Ze vzorky fixované HOPE technikou vykazuji
vysokou zachovalost antigennich struktur a morfologickych detailu, které jsou vhodné
zejména pro patologickou diagnostiku. Sou€asné vzorky fixované HOPE technikou
vykazovaly vysokou kvalitu nukleovych kyselin po dobu 5 let bez vyznamného snizeni
kvality Ci vyteznosti. Ve studii Vollmera et al. (2006) byla HOPE technika také
ovéfovana a bylo zjisténo, Zze HOPE technika chrani nukleové kyseliny a proteiny
nejméné po dobu 8 let a dale umozriuje pouziti v béznych molekularnich technikach
jako je PCR, RT-PCR, nothern-blot a western-blot. Volmer et al. (2006) pouzil
také HOPE vzorky pro imunohistochemii a zjistil stejné tak jako Olert et al. (2001),
Ze vykazuji vysokou morfologickou kvalitu, coz naznacuje, Zze HOPE technika je idealni
alternativni technika fixace pro moderni molekularni patologii. Dale byla HOPE
technika testovana i ve studii Marwitze et al. (2011), ktery takto fixoval buriky
bronchoalveolarni lavaze (HOPE-BAL). Marwitz et al. (2001) zjistil, Ze HOPE fixace
BAL umoznuje zachovani RNA a bilkovin ve formé& vhodné pro molekularni online

aplikace jako je napfiklad in situ hybridizace, gqPCR, microarray analyza, dvourozmérna
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gelova elektroforéza a hmotnostni spektrometrie. Také zjistil, Zze dal$i vyhodou HOPE-
BAL je dlouhodoba skladovatelnost pfi zachovani biomolekul vyznamné déle nez
u biologického materialu uskladnéného pfi -80°C, a Zze HOPE-BAL kombinuje snadnou
manipulaci ve formé parafinovych blo¢kl s pouzitim HOPE-BAL v téchto technikach
témér bez omezeni.

HOPE technika ukazala, Ze je skute¢né nadéjnou technikou fixace biologického
materialu, a Ze poskytuje srovnatelné vysledky s biologickym materialem uskladnénym
pfi -80°C. V nékolika studiich byla HOPE technika studovana pfedevSim pro srovnani
s technikou FFPE. Pficemz se ukazalo, ze HOPE technika ma mnohem vysSi stupen
uchovatelnosti nukleovych kyselin, proteint a antigenich struktur. Diky témto kladnym
vysledkim je HOPE technika idealnim alternativim zpUsobem fixace biologického
materialu at uz pro rutinni zalezitosti a pouZiti v klinickych aplikacich,
tak pro molekularni patologii. Diky moznosti uskladnéni HOPE fixovaného materialu
v parafinovych  bloécich, poskytuje tato technika snadnou  manipulaci
a nenaro¢né ekonomické uskladnéni. Do budoucna pro pouziti HOPE techniky
by bylo potfeba jesté optimalizovat protokol, ktery se v nékolika studiich vyznamné lisi
a vyzkouSet kvalitu nukleovych kyselin, proteind a antigenich struktur u déle takto

skladovaného biologického materialu s vyuzitim HOPE techniky.
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10 ZAVER

V této diplomové praci jsme paralelné srovnavali jednotlivé techniky uskladnéni
biologického materialu (HOPE fixovany material zality v parafinu, biologicky material
uskladnény pfi -80°C, biologicky material zality v protektivnim ¢&inidle RNAlateru
a Cerstvé zpracovany biologicky material) pro RNA a DNA izolaci a jejich nasledné
pouziti v klinickych aplikacich (reverzni transkripce, kvantitativni RT-PCR, Nanodrop
1000, genotypizace).

Zavérem lze Fici, ze HOPE fixovany material zality v parafinu poskytoval srovnatelné
vysledky (v kvalité a mnozstvi extrahované RNA a DNA) jak s biologickym materialem
uskladnénym pii -80°C, tak s Cerstvé zpracovanym biologickym materialem.
HOPE technika poskytla lepsi vysledky ve srovnani s biologickym materialem zalitym
v protektivnim  C€inidle  RNAlateru. Rovnéz pouziti v klinickych  aplikacich
bylo srovnatelné s biologickym materialem uskladnénym pfi -80°C.

Srovnani nové techniky HOPE fixace s bé&znymi fixaCnimi technikami ukéazalo,
Ze tato metoda je vhodna pro uskladnéni biologického materialu, a Ze muze byt slibnou
alternativou pro casto pouzivanou techniku fixace jako je biologicky material
uskladnéni pfi -80°C. Diky kladnym vysledkim je HOPE technika idedalnim
alternativnim zpUsobem fixace biologického materialu, at uz pro rutinni zaleZitosti
a pouziti v klinickych aplikacich, tak pro molekularni patologii. Diky moznosti
uskladnéni HOPE fixovaného materidlu v parafinovych blo&cich, poskytuje

tato technika snadnou manipulaci a nenaro¢né ekonomické uskladnéni po mnoho let.
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12 POUZITE ZKRATKY

bb
RNA
DNA
rRNA
tRNA
MRNA
cDNA
pH
HOPE

FFPE

FTS

PCR

gPCR
RT-gPCR
APC

EDTA

PBS

Ficoll

BAL
HOPE-BAL

bunky

ribonukleové kyseliny

deoxyribonukleové kyseliny

ribozomalni ribonukleové kyseliny

transferové ribonukleové kyseliny

mediatorové ribonukleové kyseliny

kopirovana DNA

vodikovy exponent (anglicky potential of hydrogen)

z anglického pfekladu Hepes glutamic acid buffer mediated Organic
solvent Protection Effect

Formaldehydem fixovana tkan zalitd parafinem (z anglického prekladu
formalin fixation and paraffin embedding)

Cerstvé zmrazena tkan (z anglického prekladu fresh frozen tissue)
polymerazova fetézova reakce

kvantitativni polymerazova fetézova reakce

real-time kvantitativni polymerazova fetézova reakce

aktivovany protein C

ethylendiamintetraoctova kyselina

pH fosfatovy pufr

flotacni €inidlo

bronchoalveolarni lavaz

HOPE fixovana bronchoalveolarni lavaz
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