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Vybrané vySetirovaci metody

v molekularni genetice






Odbér biologického materialu
; Helena Treslovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Mutacéni analyza muaze byt provedena v jakychkoliv lidskych buitkkdch obsahujicich
genetickou informaci v podobé¢ dvousroubovice DNA, kterd je uloZena bud’ v buné¢nych
jadrech (jadernd DNA) nebo v mitochondriich (mitochondridlni DNA).

V nasi laboratofti se vysettuje pouze jaderna DNA.

Nejcastéji  je analyza mutaci provadéna natrovni genomové DNA. Pro tyto ucely
je nejvhodnéjSim materidlem 5-10 ml nesrdzlivé celé krve s etylendiamintetraacetitem
(EDTA) zaslané pii pokojové teploté (pii transportu na delsi vzdalenost je vhodnéjsi DNA
z krve extrahovat). Diky dobré stabilit¢ dvouvldknové DNA je mozné celou krev uchovdvat
1-2 dny pfi pokojové teplot¢ nebo chladnicce, na nékolik tydni miiZe byt i zamraZena.
Genomovou DNA lze ziskat i z mensiho mnoZstvi krve (n€kolik stovek mikrolitrit), stejné tak
z jinych materidlti, napt. suché krevni kapky, moce, slin ariznych tkani. Ziskani DNA
z téchto vzorkl v§ak miiZze byt méné spolehlivé.

Mutacéni analyza se v nasi laboratofi provadi také na drovni komplementarni DNA (cDNA),
kterd se ziskd z jednovldknové medidtorové RNA (mRNA) metodou reversni transkripce
(viz kapitola Reversni transkripce). Molekula mRNA je ziskdna z bun¢k, v nichz je cilovy gen
exprimovan, pro svou nestabilitu je ale pro genetickou analyzu nevhodna. Komplementarni
DNA je jiz stabilni a lze ji uchovavat pfi teploté -80°C.

Biologicky material pro genetickou analyzu

Nesrazliva krev — 5-10 ml v EDTA, uchovéni a transport pii pokojové teploté, v piipadé
izolace pouze genomové DNA mozné zamraZeni. Je vhodnd pro izolaci genomové DNA
i mRNA pomoci komerc¢nich kit (napi. QIAGEN) (viz kapitoly Izolace DNA a RNA).

Moc¢ — 50 ml, uchovani a transport pfi teploté do 4°C. Izolace genomové DNA z odloucenych
epitelidlnich bunék mocovych cest komer¢ni kolonkou (napt. QIAGEN).

Mocovy sbér — pii sbéru nechavat v chladu, zméfit objem a dobu sbéru, promichat a odlit 50
ml.

Sliny — odbér alesponi 1 ml vzorku, promyti fyziologickym roztokem a ndslednd izolace
genomové DNA standardnimi metodami.

Fibroblasty — pro dsp&nou analyzu je potieba alespoti tfi 75cm?” lahvi (zdleZi na tom, jak
jsou fibroblasty konfluentni). Fibroblasty se promyji 5-7 ml PBS (Phosphate Buffered Saline),
poté seskrabou a sto¢i do pelety, ze které se standardnimi metodami izoluje genomova
DNA a v pfipadé exprese vySetfovaného genu ve fibroblastech i mRNA.

Tkané — jatra, sval apod. Z parafinovych bloc¢kt lze po odparafinovani xylenem izolovat
genomovou DNA. Ze tkdni zamraZenych chladem nebo z tkdni zamraZenych dusikem a poté
rozdrcenych na prasek ziskdme homogenat, ze kterého lze vyizolovat jak genomovou DNA
tak 1 mRNA (opét ale pouze tehdy, pokud je ve vySetfované tkani piisluSny gen exprimovéan).
Choriové klky nativni i kultivované — biopsie choriovych klkt se provadi ve 13.-14. tydnu
t€hotenstvi.

Amniocyty kultivované — odbér plodové vody se provadi v 16.-18. tydnu téhotenstvi.

Materiél pro genetickou analyzu je mozné do laboratofe zaslat pouze po pifedchozi domluvé.



Izolace DNA

) Hana Vlaskovd, Helena Treslovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Genomova eukaryoticki DNA muze byt izolovdna z jadernych bun¢k tkani a organi,
krevnich bunék a bun€k rostoucich v bunécné kulture.

Cilem purifikace je rozdéleni komplexu DNA-protein a extrakce Cisté, nerozstépené DNA bez
piimési (RNA, bilkoviny). Rozruseni komplexu DNA-protein se provadi pfiddnim detergentu
(SDS-dodecylsiran  sodny), proteindzy achelatatniho ¢inidla (EDTA - kyselina
ethylendiaminotetraoctovd).

Prvnim krokem je vzdy lyza bunék, ze kterych chceme nukleové Kkyseliny ziskat.
U zivocisSnych bun¢k sta¢i obvykle rozpusténi biomembrdn a denaturace proteind
detergentem. Pro lyzu pevnych tkani musi byt pouzita n€jakd forma mechanické sily, napft.
protfepdvanim na vortexu se sklenénymi kulickami, drcenim tkdn¢ zmrazené tekutym
dusikem v tfeci misce apod. K lyza¢nimu roztoku se pfiddva enzym proteinaza K, ktery Stépi
bilkoviny, vetné histoni vdzanych na strukturu DNA. Bunécny obsah vcetné nukleovych
kyselin se z lyzovanych buné¢k uvolni do pufrovaného roztoku, ktery kromé detergentl
obsahuje EDTA. Takomplexné¢ véaze ionty vapniku, které jsou potfebné jako kofaktor
nukledz.

Dalsim krokem je pak precipitace DNA etanolem a jeji nasledné promyti.
Nakonec se DNA rozpusti ve vod¢ nebo vhodném pufru (napt. TE).

Cistota a koncentrace DNA se zjisti spektrofotometricky (napf. na piistroji NanoDrop,
www.nanodrop.com). Nukleové kyseliny absorbuji UV zdfeni s maximem absorbance
v oblasti vinové délky okolo 260 nm, zatimco proteiny v oblasti okolo 280 nm.

Stupeni Cistoty nukleovych kyselin se stanovuje z poméru absorbance pii260 a 280 nm
(idedlni pomeér 260/280 = 1,8). Pii znecisténi vzorku proteiny bude vypocteny pomeér vyrazné
nizsi.

V soucasné dobé¢ se v nasi laboratofi pro izolaci DNA pouzivaji tii metody, které se od sebe
li$1 pouzitym organickym nebo anorganickym rozpoustédlem.

Prvni dvé vyuZivaji organickd rozpoustédla (fenol-chloroformova extrakce a metoda adsorpce
na pevny podklad), tfeti metodou je vysolovani (precipitace proteinti pomoci NaCl).

Fenol-chloroformova extrakce nukleovych kyselin

Fenol-chloroformova metoda extrakce ponechdva nukleové kyseliny rozpusténé ve vodném
prostiedi (pufru) a odstrafiuje ostatni slozky lyzatu, pfedevSim proteiny. K lyzatu je pfiddna
smés fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu. Chloroform je organické rozpoustédlo a nemisi
se s vodnym roztokem bunécného lyzatu, takze se smés rozd€li na dvé faze — horni vodnou
a dolni organickou. Protfepavdnim dochazi k miseni fazi, piikterém fenol srdzi proteiny
pritomné ve vodném lyzatu. Izoamylalkohol zvySuje rozpustnost fenolu v chloroformu, takze
po skonceni prottepavani piejde fenol do chloroformové faze. Po protiepani je roztok
odstfedén pro dokonalé odd¢leni fazi. Narozhrani mezi fiazemi se obvykle objevi bily
prstenec srazenych proteinti (tzv. interfaze). Horni vodnd faze obsahuje nukleové kyseliny
a je prenesena do nové Cisté zkumavky. Z precisténého vodného roztoku je mozné nukleové
kyseliny vysrdzet piidanim koncentrovaného etanolu. Precipitovand DNA se navine
na plastovy nebo sklenény hacek (obr. 2). S nukleovymi kyselinami se srazeji (koprecipituji)
1 soli, které zvySuji a€innost sraZeni nukleovych kyselin a davaji peleté bilé zbarveni. Soli je



pak potieba odmyt 70% etanolem. Cisté nukleové kyseliny je moZné po odsiti supernatantu
rozpustit ve vodé nebo ve vhodném pufru.

Adsorpéni metoda

Adsorp¢ni metody vyuZzivaji schopnost nukleovych kyselin adsorbovat se na povrchy z oxidu
kiemicitého (silikdt) v pfitomnosti chaotropni soli (jodid sodny nebo ionty guanidinu). Sila
vazby zdavisi na nukleové kyseliné (DNA ¢i RNA), naiontové sile a pH roztoku. Jedna
se o rychlou a jednoduchou metodu s vysokymi vytézky. Vyuziva ji vétSina komercénich kitl
(napf. nami pouzivany QIAamp DNA Mini Kit, www.qgiagen.com). Purifikace timto kitem
nevyzZaduje fenol-chloroformovou extrakci ani alkoholovou precipitaci. DNA je eluovdna AE
pufrem nebo vodou a miiZze byt okamzité pouzita pro dalsi metody (napt. PCR).

Vysolovaci metoda

Metoda vysolovani obchazi pouziti organickych rozpoustédel popsanych v predchozich
metodach. Nejdostupnéjsi materidl, krev, obsahuje kromé¢ jadernych buné€k, leukocyti,
i bezjaderné bunky, erytrocyty. Nejprve se proto lyzuji membrany erytrocytd amonium
chloridovym pufrem. Dochdzi k selektivni hemolyze erytrocyti resorpci NH4Cl. Leukocytarni
DNA seizoluje pomoci rozpusténi bunécné membriny enzymem proteindzou K, kterd
ma vyssi aktivitu v pfitomnost dodecylsulfaitu sodného (SDS). Nasledn¢ se piidd NaCl
v pufru, kterym se lyzuji jaderné membrdny a vysolenim zbyvajicich proteint a proteindzy
K vznikd bily precipitit. K supernatantu se ptidd 96% etanol a po odstfedéni se na dné
zkumavky objevi mlécné zkaleny sediment, tzv. peleta, kterd se omyje 70% etanolem a necha
se oschnout. Nakonec se rozpusti v TE pufru nebo ve vode¢.



Izolace RNA

) Hana Hartmannovd, Lenka Noskovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Zaklady metody izolace celkové RNA byly popsdny v praci autorii: Chomczynski
a Sacchi, Anal. Biochem., 162: 156-159, 1987.

Buniky jsou lyzovany nebo homogenizovany v piitomnosti roztoku fenolu a guanidin
isothiokyanatu. Pfidani chloroformu a nasledna kratka centrifugace vedou k separaci vzorku
do tif fazi: 1. vodni faze, obsahujici RNA, 2. interfaze, obsahujici DNA a 3. organické faze,
obsahujici proteiny. RNA je izolovdna z vodni fize precipitaci pomoci izopropanolu. Peleta
RNA je promyta 75% etanolem, vysuSena arozpusSténa ve vodé¢ nebo v pufru, podle
nasledného zpracovani.

Dal$im moZnym zpiisobem izolace RNA je pouziti kitu firmy QIAGEN. Ten je zaloZen
na kombinaci vazebnych vlastnosti silikonové membréany s centrifugaci. Biologicky material
jenejprve lyzovdn nebo homogenizovan v pfitomnosti denaturujictho pufru s obsahem
guanidinium thiokyanétu. Pfiddni etanolu zajiSt'uje odpovidajici podminky pro vazbu RNA
na membranu. Po promyti je RNA eluovana do pfislusného roztoku.

Problémem pfiizolaci RNA je existence vSudypfitomnych RNaz (enzymy katalyzujici
hydrolyzu RNA), které je obtizné inhibovat. Z tohoto divodu priace s RNA vyzaduje
zachovdvani velmi sterilnich podminek. Vzorky RNA je tfeba 1 poizolaci chrdnit proti
pusobeni RNaz skladovanim pfii-70 °C, piip. i pfidanim specifického inhibitoru RNaz
(RNasin, pfipadné heparin).

Kvalita RNA je kontrolovdna elektroforeticky  na Agilent 2100  bioanalyseru
a spektrofotometricky na NanoDropu.

RNA 1lze wuzit profadu aplikaci — proreverzni transkripci, RT PCR, pro microarray
experimenty a dalsi.
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Reverzni transkripce
; Hana Vlaskovd, Helena Treslovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Proces reversni transkripce je, jak jiZz vyplyvd zndzvu, opanym krokem ,,normdlni*
transkripce, kdy se v buné¢ném jadife piepisuje genomovd DNA pies primérni transkript
(hnRNA ¢i pre-mRNA) do messengerRNA (mRNA). Maturaci hnRNA na mRNA dochazi
k tzv. vystfizeni intront (dseky mezi kédujicimi kusy genu, tzv. exony). Proces ,,normalni*
transkripce a ndsledné translace do proteinu oznacil roku 1958 Francis Crick jako Centralni
dogma molekuldrni biologie. Zaobjev RT byla roku 1975 Howardu Teminovi
a Davidu Baltimorovi udélena Nobelova cena.

Reversni transkripce (RT) je proces katalyzovany enzymem RNA-dependentni-DNA-
polymerédzou (reversni transkriptdza), pfi némz se podle templatu RNA syntetizuje cDNA
(komplementarni DNA). Molekuly mRNA se podileji pouze 1 — 2 % na celkovém mnozstvi
izolované RNA (pfevdznou cast tvoii rRNA). Syntéza probihd vzdy za pomoci primeru,
atobud oligo-dT primeru, ktery nasedd napoly-A dsek mRNA, nebo specifickych
oligonukleotidl pro syntézu vybrané urcit¢ mRNA nebo smési ndhodnych hexanukleotida.

Reversni transkripce se vyuziva v genovém inZenyrstvi, nebot’ pomoci ni Ize vyuzit funkéni
mRNA k syntéze cDNA. Vlastni RNA se v genovém inzenyrstvi nepouzivd z divodu,
7e je snadno degradovédna vSudypfitomnymi RN&zami. Pro zabranéni degradace RNA se
pii RT do reakce pfiddvd Rnasin. Piepisu bunéénych mRNA do cDNA a jejiho nasledného
namnoZeni pomoci polymerazové fetézové reakce (viz kapitola PCR) se pouZzivd pii studiu
exprese genetické informace, k detekci infekénich agens a detekci genetickych nemoci.
Analyza cDNA poskytuje informaci o spravnosti setfihu a o event. vzniku ndhradnich
intronovych sestfihovych mist zpisobenych zdménou (mutaci) nukleotidu mimo kédujici dsek
genu, tedy v intronu.

Reversni transkripce je vyznamnym krokem Zivotniho cyklu retrovira (napf. virus HIV),
které maji svou genetickou informaci uloZenou v molekule RNA, reversni transkripci
ji transformuji do DNA a tu pak inkorporuji do chromosomu hostitelské burky.

Mezi pouzivané reversni transkriptazy patii M-MuLV (z Moloneyho mysiho leukemického
viru), AMV (z ptac¢iho myeloblastického viru) a SuperScript (z pol genu Moloneyho mysiho
leukemického viru). Optimalni reakéni teploty se liSi: M-MuLV = 37°C, AMV = 42°C,
SuperScript = 42°C.

V na$i laboratofi se pro diagnostické 1 vyzkumné tucely pouziva reversni transkriptdza
SuperScript™ II a primer Oligo(dT);».13 od firmy Invitrogen.
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PCR

) Hana Vidskovd, Helena Treslovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Polymerazova retézova reakce (polymerase chain reaction - PCR) je metoda molekularni
biologie pro enzymatickou replikaci DNA in vitro bez pouZiti Zivych organismu.

Jako templat se pouzivd malé mnozstvi DNA, které je v pribéhu cyklické reakce o tfech
teplotnich fazich exponencidlné amplifikovano. Metoda PCR se obvykle vyuziva v 1ékarskych
a biologickych vyzkumnych laboratotich a pfibuznych oborech pro diagnostiku dédi¢nych
onemocnéni, infekénich onemocnéni, urceni otcovstvi, identifikaci osob v kriminalistice,
klonovani gent a dalSi. Metoda PCR byla vynalezena americkym biochemikem Kary Banks
Mullisem, ktery byl za tento objev v roce 1993 ocenén Nobelovou cenou.

PCR v praxi

PCR se pouziva na amplifikaci specifické oblasti DNA. Mohou to byt jednotlivé geny, Casti
genl nebo nekddujici oblasti, jejichz délka obvykle nepiesahuje 10 kb. Za urcitych podminek
mohou byt touto metodou amplifikovany fragmenty dlouhé az 47 kb, coz je stidle mala

velikost v porovndni s chromozomdlni DNA eukaryotickych buné€k, napt. lidskd buika
obsahuje 3000 Mb.

Jednotlivé komponenty PCR jsou:

1. DNA templat - dvouvlaknova genomova ¢i komplementarni DNA

2. dva oligonukleotidové primery - ohraniCuji zacitek a konec amplifikované oblasti
(viz odstavec o primerech)

3. Taq polymeraza (nebo jina tepelné odolna polymerdza) - DNA-polymeraza je schopna
syntetizovat komplementarni vldkno podle templatu jednovlaknové DNA tak, Ze priddva
k existujicimu dseku druhého vldkna nové nukleotidy ve sméru 5' > 3' (viz odstavec
o polymeréazéch)

4. deoxynukleotid-trifosfaty — zaucasti DNA polymerdazy jsou zabudovany do nového
DNA fetézce

5. pufr - poskytuje stalé chemické prostiedi pro DNA polymerazu

Polymerazy

Taq DNA polymeraza byla ziskana ztermofilni bakterie Thermus aquaticus (1976)
a uspésné pouzita v PCR reakci pro svou odolnost a aktivitu pfi vysokych teplotach.

Pokud ovSem pouZzivame klasickou Taq-polymerdzu, md PCR svd omezeni. Taq polymerdza
nema tzv. korektorskou aktivitu (3'—5"). Pfi syntéze nového vldkna dé€la chyby, které neni
schopnd opravit. ProtoZze v PCR je produkt pfedchoziho cyklu syntézy templatem pro dalsi
cykly syntézy, tyto chyby se hromadi. Taq polymerédza také nedokdze efektivné syntetizovat
produkty delsi nez cca 3-15 tisic pari bazi.

Obée nevyhody lze obejit pouZitim termostabilnich polymerdz s korektorskou aktivitou, ty jsou
ale mén¢ vykonné, takze se s vyhodou pouzivaji smési Tag-polymerdzy a termostabilni
polymerézy s korektorskou aktivitou, které se ve svych funkcich dopliuji (napf. KlenTaq-
DeepVent).

Proces PCR reakce probihd v termocykleru, coz je pfistroj, ktery dokaZe piesné stiidat
jednotlivé teplotni kroky reakce. Z divodu moZného odpaieni reakéniho mixu (obvykly
objem je v rozmezi 15-100 pl v 1 mikrozkumavce) se pouzivaji termocyklery s vyhfivanym
vikem.
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Tabulka 1: Typy termostabilnich polymeraz

. 3'—5' . .
Polymeraza Exonukleaza Zdroj a vlastnosti
Thermus aquaticus
Taq Ne Polocas rozpadu pii 95°C je 1,6 hod.
Pyrococcus furiosus
Pfu Ano M3 nejniZsi chybovost z termofilnich DNA
polymeraz.
Thermococcus litoralis
Vent Ano (také zndm4 jako Tli polymeréza)
Polocas rozpadu pii 95°C je asi 7 hod.
Primery

Primery jsou kratké oligonukleotidy (obvykle 18 - 25 bp dlouhé), které jsou komplementarni
k zacatecni a kone¢né oblasti amplifikovaného tuseku DNA.

Primery nasedaji na pfisluSnou sekvenci templatové DNA a pomoci DNA polymerazy jsou
fetézce prodluzovany. DNA polymerdza nemiiZe iniciovat polymeraci bez piitomnosti
primeru. Pokud jsou primery pfili§ kratké, nebo obsahuji sekvenci ¢astou v DNA templatu,
nasedaji nespecificky na riznd mista, a tak vznikd nezadouci smés produkti. Pfi navrhovani
primert je téZ tfeba se vyvarovat sekvenci, které tvoii smyCky nebo jsou navzijem
komplementarni. Délka a zastoupeni rtiznych nukleotidii v sekvenci primeru urcuje jeho
teplotu tdni (melting temperature — Tm). Tato hodnota je dllezitd pro optimalizaci PCR
reakce — pro urCeni optimdlni teploty nasedani primerti (teplota je obvykle o 5°C nizsi nez
vypo€itand Tm). Oba primery v paru by mély mit stejnou (nebo velmi podobnou) Tm.
Pro primery o délce 15 az 40 bazi je idedlni Tm 55 - 65°C. Dalsim dulezitym parametrem
je zastoupeni GC bazi v sekvenci, které by mélo byt 40-60 %.

Princip PCR reakce

PCR reakce obvykle zacind dvodni denaturaci templdtové DNA (94 - 98°C) po dobu

1 - 10 min. Pak nésleduje 20 az 35 cyklu.

Kazdy cyklus obsahuje tfi kroky (Obr. 2):

1. denaturaci (94 - 98°C) po dobu 10 s — 2 min.

2. nasedani primeru — anneling (pfiblizné o 5°C niz$i neZ Tm) po dobu 15 s — 1 min.

3. prodluzZovani vlaken — elongace (teplota je zavisla na pouzit€¢ DNA polymeraze, rozmezi
68 - 72°C), doba je také zdvisld na pouzité polymerdze ana délce amplifikovaného
fragmentu (20 s — 1 min.)

PCR reakce je zakonCena koncovou elongaci, kterd slouzi k dokonceni syntézy netdplnych

fetézcl (3 — 15 min., nékdy i déle).

Vysledek PCR amplifikace 1ze detekovat na gelu (Obr. 3), tzn. Ze vzorek reakéni smési
naneseme na start agarézového nebo polyakrylamidového gelu a pustime elektroforézu.
Pokud primery nasedaly jen na vybrand protismérné umisténd mista, vznikly jako produkt
reakce molekuly stejné sekvence a délky. Pfi dé€leni v gelu budou vSechny tyto molekuly
putovat stejnou rychlosti a po obarveni a zobrazeni uvidime jen jeden pruh. Neni-li zobrazen
zadny pruh, PCR neprobé¢hla, pokud je zobrazeno vice pruhii, tak sice PCR probé¢hla,
ale primery nasedaly navice mistech, které byly shodou okolnosti také orientoviny
protismérné, takze doSlo k amplifikaci vice produktl. V takovém piipad¢ je nutné
optimalizovat podminky reakce (pozménit teplotu a ¢as jednotlivych krok).

13




Jaké jsou vyhody a nevyhody PCR?

Hlavni vyhodou PCR, ze které t&Zi 1€karskd diagnostika, je jeji vysokd citlivost. Protoze
dokéze z pouhych 2 vldken vytvofit po 30 cyklech 2°° molekul produktu (107 miliond), stadi
pro namnoZeni urCité sekvence velmi malé mnoZstvi DNA. ProtoZze PCR funguje pouze
v piipad¢, Ze natempldtovd vldkna nasednou primery, lze toho vyuZzit napt. pfi detekci
patogennich mikroorganismua v krvi pacienta - genetickd informace téchto organismu se lis{
od lidské, takZe je mozné navrhnout primery, které budou fungovat pouze v piipade,
Ze se v krvi vyskytne DNA patogena. PCR je zejména vhodnd k detekci virti, mykobakterii
an¢kterych dalSich mikroorganismli, u kterych neni moznd kultivace, nebo je piilis
zdlouhava.

Nevyhoda klasické Tag-polymerazy byla zminéna vyse.

PCR v nasi laboratori
Pro diagnostiku dédiénych metabolickych poruch se na naSem pracovisti pouZivd bud’
modifikace klasického postupu PCR napf. s témito protokoly:

MIX 1x nebo MIX 1x
Buffer I 2,50 Buffer Barnes 2,50
dNTP’s 2mM) 2,50 dNTP’s 2mM) 2,50
MgCl,(25mM) 0,30 MgCl,(25mM) 3,00
DMSO 0,50 Klentaq 0,10
Taq Promega 0,60 Deep Vent 0,05
Primer S 0,75 Primer S 1,00
Primer AS 0,75 Primer AS 1,00
H,O 16,10 H,O 13,85
gDNA 1,00 gDNA 1,00
Celkem 25,00 Celkem 25,00

Nebo v posledni dobé pouzivame protokol s PPP Master Mixem (Supermix), coz je smes
obsahujici PPP (Taq-Purple DNA Polymeraza PCR) Master Mix s MgCl,. Vyhodou tohoto
mixu je rychld piiprava reakéni smési bez nutnosti rozmrazovani pufru, mix obsahuje totiZ
polymerazu, reakéni pufr a stabilizatory, které umoziuji dlouhodobé skladovani pti 4°C. Staéi
tedy dodat primery, DNA a doplnit H,O:

MIX 1x
Supermix 12,50
Primery S a AS 0,75
Voda do 25 ul 10,50
gDNA 1,00
Celkem 25,00

V soucasné dobé je PCR zdkladni metodou pro prakticky vSechny pouZzivané diagnostické
postupy v nasi laboratofi (napt. RT, sekvenovani, RFLP, ARMS).
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Varianty PCR

; Hana Vlaskovd, Helena Treslovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Kvantitativni PCR v realném case

Principem kvantitativntho PCR v redlném case (Real-time PCR) jerychlé a piesné
zaznamenavani produkti PCR bezprostiedné po jejich vzniku, v kazdém jednotlivém cyklu
reakce.

K detekci vznikajiciho produktu mohou byt pouZity rizné systémy, které jsou zaloZeny
na stanoveni zmeény intenzity fluorescencniho zafeni béhem amplifikace. Tato metoda se
od klasické metody PCR (viz kapitola PCR) 1i§i pfesnym urenim mnoZstvi produktu
méefenim nartistu fluorescence béhem vlastni PCR reakce. Vzristajici mnozstvi DNA
ve vzorku je piimo imérné nartstajici fluorescenci.

K méreni fluorescence se vyuzivaji dva systémy:

1. Nespecificka fluorescencni barviva, ktera se interkaluji mezi dvoufetézcovou DNA (napf.
SYBR Green, LC Green).

2. Specifické fluorescencné znacené sondy, tzv. proby.

V soucasnosti je pro svou specifitu asi vice rozSifend druhd metoda fluorescencné znacené

sondy vyuZivajici exonukledzové aktivity DNA polymerazy, kterd ma krom¢ schopnosti

syntetizovat komplementarni vldkno (viz kapitola PCR) také schopnost nasedlou sondu

odbourdvat.

Jako sondy (proby) se vyuZivaji oligonukleotidy, které se specificky vazi na sekvenci mezi
obéma primery (napf. nejCastéji pouzivand TagMan sonda). Sonda musi byt navrZena tak, aby
hybridizovala s templitovou DNA v mist¢ mezi misty nasednuti obou protismérné
orientovanych primerti. Sonda je najednom svém konci oznacena fluorescencni latkou
anadruhém konci zhdSeCem fluorochromu. Pfi syntéze komplementarnich vldken
hydrolyzuje DNA polymerdiza TagMan sondu, dojde kuvolnéni fluorescencni latky
a k naruastu fluorescence, kterd je detekovana a zaznamendvana v redlném case.

Specidlni termocyklery, urcené pro kvantitativni PCR v redlném case, jsou schopny
v pribéhu PCR ozafovat vzorek excitanim zafenim, které vybudi fluorescenci uvolnéného
barviva. Tuto fluorescenci pfistroj po kazdém cyklu zméfi a vysledek predd fidicimu
softwaru, ktery zobrazuje pribézné - vredlném case - mnoZstvi uvolnéné fluorescence,
odpovidajici mnozstvi vzniklého produktu. Vysledek reakce tak zndme casto diiv, neZ
probéhnou vSechny cykly. Kromé tohoto urychleni a vypusSténi zdlouhavé detekce produktu
na elektroforetickém gelu je tato technika hlavné vyhodna tam, kde potiebujeme znat piesné
mnoZstvi vstupni templatové DNA - zejména u sledovéani exprese genii pomoci tzv. reverzni
transkripce - polymerazové feté¢zové reakce (RT-PCR).

Nevyhodou této metody je sloZit&jsi optimalizace a vysoké ndroky na vlastnosti primert, jinak
jsou vysledky méfeni nepiesné.

PCR v redlném Case se pouzivd i pii detekci jednobodovych zdmén v genetické diagnostice.

U nds v laboratofi je zatim tato metoda vyuzivdna pouze pro védecké tucely a to napf.
pro kvantifikaci sestfihovych variant natrovni RNA, pro urCoviani miry exprese geni
nadorovych bunék nebo pro kvantifikaci mitochondridlni DNA.
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AFLP

Principem metody AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) je selektivni
amplifikace fragmenti DNA, které byly ziskdny digesci jednim c¢idvéma restrikCnimi
enzymy.

Pouzitim AFLP je moZno vizualizovat sadu restrik¢nich fragmenti pomoci PCR bez znalosti
jejich nukleotidové sekvence. Polymorfismus je zaloZen na ztrdt€ nebo ziskéani restrikénich
mist podobn¢ jako u metody RFLP (viz kapitola Restrik¢ni analyzy).

Metoda zahrnuje tfi zédkladni kroky:

1. Stépeni celkové bunééné DNA jednou nebo dvéma restrikénimi endonukledzami
a ligace se specifickymi oligonukleotidovymi adaptory, které jsou navrzeny tak, aby
nedochdzelo k obnové restrikéniho mista;

2. Selektivni amplifikace sady restrikénich fragmentii pomoci dvou PCR primert, které
odpovidaji adaptoru a specifické sekvenci restrikéniho mista;

3. Elektroforetické rozdéleni v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu a vizualizace.

AFLP metoda je schopna detekce polymorfismi v rdznych oblastech genomové DNA

soucasn¢. Poskytuje vysoké rozliSeni a dobrou reprodukovatelnost, vysledkem cehoz je jeji

Siroké pouziti pro identifikaci genetickych variaci, v kriminalistice a ur€ovani otcovstvi.

Alu-PCR

Tato metoda patii do skupiny tzv. interrepetitivnich PCR, které vyuzivaji piitomnosti
repetitivnich elementil v lidském genomu.

Metoda pouziva primery, které amplifikuji oblast mezi dvéma obracené orientovanymi Alu-
sekvencemi, které jsou ptfitomny v mnozZstvi asi 900 000 kopif v lidském genomu.
Alu-sekvence o délce 300 bp je velmi variabilni a obsahuje sekvenci, kterd je specificka
pro Clovéka. Pro amplifikaci se pfipravi dva primery, kazdy projeden smér, piicemz
se vyuzije nejvice konzervativnich usekl téchto sekvenci. Primery nelze pouzit spole¢né,
nebot’ vzdjemné hybridizuji. Lidské sekvence se amplifikuji, pokud leZi mezi sousednimi Alu-
repeticemi, které jsou orientovany v opacnych smérech.

Tato technika je asto pouzivdna pro odliSeni lidské DNA od ostatnich a k ziskdni
specifického fingerprintu pruhii nezndmé lidské DNA.

Asymetricka PCR

Asymetrickd PCR je modifikace polymerdzové fetézové reakce, kterd umoZziiuje preferencni
syntézu jenom jednoho vldkna z dvojvldknové DNA tim, Ze jeden z primerid je v nadbytku
(asi ve 100x vySsi koncentraci). Dvoutetézcové fragmenty DNA se tvofi az do okamZiku, kdy
se jeden z primert vycerpd. Druhy primer pak déle syntetizuje pouze jeden z fetézcli. Vldkna
DNA se touto metodou nemnoZzi exponencidlng, ale téméf linedrn€, pies to je mnoZstvi
produktu napt. pro sekvenovani dostatecné. Asymetrickd PCR muze byt provadéna rovnéz
pouze s jednim primerem.

Touchdown PCR

Touchdown PCR je dal§i modifikaci PCR metody vyuZzivajici zvySené nasedaci teploty
primerti na zacatku amplifikace (prvnich 3-5 cyklt). V néasledujicich cyklech je tato teplota
snizovdna. V prvnich cyklech vznikd urcité mnozstvi jen specifickych produktii a v dalSich
cyklech je pfi sniZeni teploty dosazeno dostatecnych vytézku.

Metoda redukuje nespecifickou hybridizaci primerli na minimum atim omezuje tvorbu
nespecifickych produktt.
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Multiplex PCR

Mnohondsobnd PCR je takova varianta PCR, kdy je do reakéni smési piidano nékolik para
primerti rozpozndvajicich n€kolik rozdilnych cilovych sekvenci, coZ umoziuje amplifikaci
a detekci né€kolika PCR produkti soucasné v jedné reakéni smési. Reakéni podminky
(sekvence nukleotidli, koncentrace primerti, optimélni teploty jednotlivych krokl cyklu atd.)
pro soucasnou amplifikaci vSech produktli je nutné sjednotit. Hlavni vyhodou této varianty
jsou niz§i cenové ndklady neZ piisamostatnych amplifikacich, a proto se pouziva
pro vyhleddvani zmén na dlouhych tusecich DNA (napi. detekce deletovanych exont),
testovani vzdjemné nesouvisejicich oblasti na DNA azejména pro amplifikaci vnitinich
kontrol soucasn¢ se vzorky.

Prikladem vyuziti mnohondsobné PCR v nas$i laboratofi je metoda MLPA (Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) napi. pro detekci exonovych deleci. Dadle
Multiplex PCR vyuzivime pii QFPCR (kvantitativni fluorescenéni PCR) k vylouceni
materidlni kontaminace vzorku DNA z choriovych klkii nebo k urceni ancestrdlni alely
pomoci STR markeri.

Nested PCR

Nested PCR je vysoce citlivd metoda PCR vyuzivajici vnéjSich a vnitinich primert, kterd
umoziuje detekovat i jedinou molekulu templdatové DNA.

Provadi se ve dvou krocich:

1. Amplifikace templatové DNA zahrnujici 15-30 cykld sjednim parem tzv. vnéjSich
primeri.

2. Amplifikace produktu z prvniho kroku pomoci péaru tzv. vnitinich primeri, které jsou
specifické pro vnitini Cast sekvence amplifikované s parem vnéjSich primerd. Tento krok
zahrnuje dalSich 15-30 cykll a po jeho dokonceni se produkt detekuje pomoci elektroforézy.
Prenos amplifika¢nich produkti z prvni reakce do druhé umoziuje natedéni inhibitord, které
oblibend modifikace polymerdzové fetézové reakce ma fadu aplikaci (napfi. identifikace DNA
v archivnich vzorcich s vysokym podilem degradované DNA). Nekteré aplikace (napf. tzv.
semi-nested PCR) vystaci se sadou pouhych tif primera.

AS-PCR

Metoda alelové specifické PCR je urcena pro detekci bodovych mutaci a malych deleci.

Je provadéna ve dvou paralelnich reakcich, kdy vprvni reakci jejeden primer
komplementarni k referencni (zdravé) sekvenci a v dalsi reakci k mutantni sekvenci. Druhy
primer v obou reakcich je stejny. Pfedpoklada se, Ze k elongaci dojde pouze tehdy, pokud jsou
primery a cilova sekvence plné komplementarni.

V nasi laboratofi se pouzivd systém ARMS (Amplification Refractory Mutation System)
zaloZeny na chybéjici elongaci v disledku nedokonalého parovani bazi na 3°-konci. Metoda
je jednoduchd a je-li peclivé zoptimalizovand, spolehlivé rozlisi heterozygota ve sledovaném
lokusu od homozygotii pro jednu nebo druhou alelu. Do ARMS testu musi byt zarazena
vnitini PCR kontrola pro jistotu spravné amplifikacni reakce.

RACE PCR

RACE (Rapid amplification of cDNA ends) neboli takzvand rychla amplifikace
3’- a5’- koncii ¢cDNA pomoci PCR je metoda, kterd dovoluje urcit pocitek a konec
transkriptu - mRNA.
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Pro pouziti RACE je nezbytnd znalost Casti sekvence uvnitf molekuly mRNA, ve které
je navrZzen specificky primer orientovany ve sméru 3'nebo 5° umoziujici produkci
prekryvajicich se fragmenti cDNA.

3’-RACE vyuziva piirozeného poly(A)-konce na mRNA.

Nejprve se syntetizuje cDNA reverzni transkripci z mRNA (viz kapitola Reverzni transkripce)
a jako primer se pouZzije 17(dT) dlouhy oligomer s navdzanym kotevnim adaptorem (taktéz
17-mer). Adaptor ma vyS§i T,, nez oligo(dT) aje vhodné, aby nesl restrikéni mista
pro klonovani. Pfi nasledné PCR amplifikaci se pak pouZije primer komplementarni
k adaptoru a druhy, genové specificky primer navrzeny ze stfedni zndmé casti cDNA.

5°-RACE pro amplifikaci plnodélkové mRNA vyuziva tzv. ¢epicky (CAP — navazany 7-
metylguanosin pies 5°, 5’-trifosfat na pocatku kazdé mRNA).

Nejprve se oSetii mRNA tak, aby pfipozdéjsim PCR dochizelo pouze k amplifikaci
plnodélkové cDNA. mRNA je defosforylovana, ¢imZz dochézi k odstépeni fosfatové skupiny
z 5’-konce vSech RNA mimo téch, které jsou chranény cepickou a tudiZz maji plnou délku.
Déle se pfidd pyrofosfatdza, kterd odstraiiuje Cepicku a zanechdva fosfatovy zbytek
pro naslednou ligaci adaptoru. RNA oligo neboli adaptor je cca 35-mer se zndmou sekvenci
pro naslednou PCR amplifikaci. Nésleduje reverzni transkripce, kdy je mRNA pfepsdna
do cDNA. K PCR amplifikaci se pouZije primer komplementérni k adaptoru a druhy, genové
specificky primer navrZzeny ze stiedni znamé ¢asti cDNA.

Vzhledem k nespecifi¢nosti adaptoru je vhodné selektovat produkty dals$im PCR — nested
PCR nebo semi-nested PCR. Adaptor se totiz liguje, resp. v podob& overhangu naseda
na veSkerou RNA (vSechny cDNA vytvofené metodou reversni transkripce nesou na 5 ‘nebo
3" konci stejnou sekvenci, tudiZz je nutné pouZzit primer komplementdrni k adaptoru
v prebytku). Specificnost reakci dava az druhy primer, ktery lezi uvnitf zkoumaného genu,
proto je nékdy nutné po prvnim PCR ud¢lat jesté¢ druhé PCR.
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Restrik¢ni analyzy
; Hana Vlaskovd, Helena Treslovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Restrikéni analyza (RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism) je zaloZena
na specifickém Stépeni DNA restrikénimi endonukledzami na fragmenty.

Restrikéni endonukledzy St€pi dvouvldknovou DNA ve specifickém misté uréeném poradim
nukleotidll v sekvenci DNA. Je zndmo velké mnoZstvi bakteridlnich restrikénich endonukledz
(asi 1500), které se lisi od sebe tim, Ze rozpozndvaji razné kritké sekvence nukleotidi - 4, 6,
8. Obecn¢ restrikéni endonukledzy, které rozpoznavaji krats$i sekvenci, Stépi DNA castéji
na mensi useky, zatimco restrikéni endonukledzy rozpoznavajici delsi sekvenci, St€pi méné
Casto a na del$i fragmenty.

Rozeznavame tfi typy restrikénich endonukleaz.

Enzymy skupiny I. se vdzi na specifickou rozpozndvaci oblast, ale Stépi v nedefinované
oblasti mimo tuto rozpoznévaci sekvenci.

Podobné se chovaji i enzymy III. skupiny, které také rozpoznavaji specifické sekvence, které
vSak nemusi byt vzdy symetrické. Ke Stépeni pak dochdzi op€t mimo tuto oblast. Proto zadny
z téchto dvou skupin enzymi nema praktické vyuziti.

Nejvhodnéjsi pro klonovani jsou enzymy II. skupiny, které jsou piisné specifické
arozpoznavaji sekvence s rotani symetrii (tzv. palindromové sekvence). Jedna se o tseky
dvojvldknové DNA, které maji v obou vldknech opa¢né orientovanou sekvenci.

Oznaceni restrikénich endonukledz je odvozeno ze zkratek bakteridlntho kmene,
z néhoz byly izolovany a fimské Cislice.

Jako piiklad miZzeme uvést nejzndméjsi restrik¢ni endonukledzu EcoRI (podle zdroje -
bakterie Escherichia coli, RI = restriktdza €. 1), kterd rozpoznavd sekvenci 5-GAATTC-3'
a Stépi fosfodiesterovou vazbu v fetézci mezi prvnim guanosinem (G) a druhym adenosinem
(A).

EcoRI patii do podskupiny restrikénich endonukleaz II. typu, které $té€pi obracen¢ opakované
sekvence, takze vznikaji fragmenty s tzv. lepivymi konci. Jiné restrikéni endonukledzy II.
typu Stépi fosfodiesterové vazby v obou fetézcich na stejném misté, takZe misto lepivych
konct vznikaji tzv. tupé konce.

Nékteré restrikéni endonukledzy jsou citlivé na metylaci DNA. V nékterych piipadech
metylace adeninu a metylace cytosinu inhibuji St€peni, v jinych je metylace pro St€peni
nezbytna.

Restrikéni endonukledzy se doddvaji v roztoku s 50% glycerolem, aby pfi skladovaci teploté
(-20°C) enzym nezmrzl. Identifikace a analyza produktii St€peni se provadi elektroforetickym
délenim.

Priklady restrikénich endonukleas a jejich specifickych restrikénich mist (oznaceno teckou):
Mwol (Methanobacterium wolfei),

inkubacni teplota = 60 °C: 57 ....GCNNNNN.NNGC....3”
lepivé konce 37 ....CGNN.NNNNN....5"
Ddel (Desulfovibrio desulfuricans),

inkubacni teplota = 37 °C: 5....C.TNAG....3"

lepivé konce 3°....GANT.C....5"
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Haelll (Haemophilus aegyptius),
inkubacni teplota =37 °C: 5°...GG.CC....37
tupé konce 3°....CC.GG....5’
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Elektroforéza v agar6zovém gelu (horizontalni)
; Hana Vlaskovd, Helena Treslovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Agarézova gelova elektroforéza se pouzivd k detekci produkti amplifikaénich nebo
restrikénich reakci (fragmenty DNA) ourcité velikosti po PCR nebo PCR-RFLP
(viz samostatné kapitoly), kjejich rozd€leni aevent. preparaci jednotlivych fragmentii
pro naslednou analyzu (napi. sekvenovani).

Produkty se déli podle své relativni molekulové hmotnosti a velikosti naboje.
Sacharido-fosfatovd patef nukleovych kyselin je pfi¢inou rovnomérného rozloZeni
negativnich ndbojii v molekulich DNA a RNA. Pohyb téchto elekronegativnich molekul
v elektrickém poli (v mirn¢ alkalickém pufru) ke kladné elektrodé vede k jejich separaci podle
molekulové hmotnosti (agar6za tvoii v gelu sit’ o ur€ité velikosti pori, veétsi molekuly DNA
putuji pomaleji).

V agarézovém gelu lze délit fragmenty o velikostech 50 bp — 20 000 bp (mensi fragmenty
se déli v polyakrylamidovém gelu). Koncentrace agarézy (0,8 - 5,0 %) se voli podle velikosti

fragmentt, které maji byt separovany (Tabulka 1).

Tabulka 1: Volba koncentrace agarozy

Velikost fragmentii Koncentrace agarozy
1 - 20 kbp 0,4-0,8 %
500 - 1000 bp 2 %
100 - 500 bp 3 %
50 - 100 bp 5 %

Elektroforéza v praxi

Agarézovy gel se pfipravuje vylitim roztoku agarézy do pfipravené formy s hiebenem,
kterym se v gelu vytvoii jamky pro jednotlivé vzorky. Po ochlazeni a ztuhnuti agardzy
se hfeben vyjme z gelu. Gel se umisti do elektroforetické vany a zalije elektroforetickym
pufrem. Vzorky DNA se pak vpravi do jamek v gelu, které jsou jiZ chvili pod hladinou pufru,
nasatim do Spicky mikropipety a vytlacenim z této Spicky do jamky.

Pokud bychom ale takto nalozili s prostym vodnym roztokem nukleové kyseliny, tak by
sloZzky roztoku zacaly voln¢ "plavat" v elektroforetickém pufru, ktery je rovnéz vodnym
roztokem. Prostou difuzi by velka c¢ast nukleovych kyselin z jamek v gelu "vyplavala" diiv,
nez bychom naplnili vSechny jamky a spustili elektroforézu.

Proto je nutné nukleové kyseliny nejdiive smisit s tzv. nandSecim pufrem, ktery je téZSi nez
voda, takZe v jamce klesne i s nukleovymi kyselinami ke dnu a vyrazné¢ zpomaluje difizi.
Nejcastéji se pouzivd roztok glycerolu, ktery obsahuje barvu viditelného spektra, tzv.
sledovaci barvivo (napi. bromfenolovd modi, xylencyanol). Jako velikostni standard
se pouzivaji komeréné dodavané Zebticky nebo DNA z A-faga §tépena restrikénim enzymem.
Pak je mozné uzaviit elektricky okruh pfipojenim ke stabilizovanému zdroji napéti. od té
chvile probihd elektroforéza a molekuly DNA se pohybuji rozdilnou rychlosti podle své
velikosti.

Elektroforézu je nutné vypnout v okamZziku, kdy jsou molekuly nukleovych kyselin ptfimétene
rozttidény. Pokud by elektrické pole pusobilo pfili§ dlouho, molekuly by z gelu vycestovaly
az ke kladn¢ nabité elektrod¢, kde by doslo k jejich degradaci. Rozdélené fragmenty je mozné
zviditelnit pomoci fluorescencnich barviv napf. ethidiumbromidem interkalaci mezi
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nukleotidy (50 mg/100 ml gelu) a vizualizovat na transiluminatoru v UV svétle s naslednou
fotodokumentaci. Z divodu kancerogenity ethidiumbromidu a UV-zifeni je potfeba
dodrZzovat pravidla bezpecné préce.

Chovani molekul nukleovych Kkyselin pri gelové elektroforéze

Elektroforéza musi probihat ve vodném roztoku o stdlém pH, proto jsou pro piipravu gelu
a naplnéni elektroforetické vany pouzivany pufry. Jejich tkolem je pfedevSim neutralizovat
ionty H" a OH’, které vznikaji hydrolyzou vody na elektrodéch.
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Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (vertikalni)
) Helena Treslovd, Petr Vyletal
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Vertikalni polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) je jednou
z nejpouzivangjSich metod pro separaci a charakterizaci zejména proteinti, ale i DNA.
Polyakrylamidovy gel vznikd radikdlovou polymeraci smési akrylamidu (AA) aN,N™-
metylenbiakrylamidu (BIS), ktery zajisti jeho zesitovani. Zdrojem volnych radikala
je obvykle peroxosiran amonny (APS) areakce je katalyzovdna organickou zdsadou
N,N,N’,N -tetrametyletylendiaminem (TEMED).

Elektroforeticky systém se obvykle realizuje v plandrnim uspofadani, kde je velikost
a tloust’ka gelu vymezena dvéma sklenénymi destickami a dvojici mezernik (spacer).

Volba elektrodovych pufri a pufrti pro ptipravu gelt umoziiuje Sirokou skédlu aplikaci.

PAGE se pouzivd zejména pro analyzu proteintl, ale i DNA. Koncentrace AA/BIS se voli
od 3,5 % do20 % v zavislosti na molekulové hmotnosti separovanych molekul, pfi¢emz
se vyuZzivaji jak gely jednokoncentracni tak gradientové.

V zévislosti na chemickém prostiedi, ve kterém separace probihd, lze déle rozliSit nativni
a denaturacni PAGE. Pti nativni PAGE dochdzi k separaci molekul v zavislosti na jejich
tvaru, nadmolekuldrni struktufe (proteiny), velikosti a naboji, kdezto pii denaturaéni PAGE
prakticky pouze na jejich velikosti (molekulové hmotnosti).

Nativni PAGE DNA se s vyhodou pouzivd pro analyzu fragmentd kratSich nez 1000 bp
a zejména pro separaci fragmentl po restrikéni analyze mutaci (PCR/RFLP).

Ziejm¢  nejrozSitenéj$i  variantou denaturani PAGE proteini je elektroforéza
v ptitomnosti detergentu dodecylsiranu sodného (SDS-PAGE), popi. i redukcniho ¢inidla,
které zptisobi disociaci disulfidovych vazeb (dithiotreitol nebo castéji merkaptoetanol). SDS
se vaze na vSechny proteiny v urcitém pomeéru, ¢imz do znacné miry unifikuje jejich ndboj
a konformaci, takZe jejich migrace zavisi, vedle porozity gelu a velikosti vloZzeného napéti,
pouze na molekulové hmotnosti. Velmi casto je PAGE realizovana diskontinudlné. Vzorky
se nandsSeji na vrstvu tzv. zaostiovaciho gelu (stacking gel), ve kterém dochazi po aplikaci
elektrického napéti k jejich fokuzaci do izkych zén a po piestupu do tzv. separac¢niho gelu
(separating nebo running gel) k vlastni separaci, kterd trvd nékolik hodin. Oba gely se lis{
koncentraci PA/BIS, iontovou silou a nékdy také pH.

SDS-PAGE se vyuzivd zejména pro separaci komplexnich proteinovych smési (bunécné
a tkanové lyzaty, biologické tekutiny), studium podjednotkové struktury, postranslacnich
modifikaci (glykosylace), oveéfeni homogenity proteinovych prepardtii a v celé tfad¢ dalSich
aplikaci.

Separované proteiny lze detegovat v gelu riznymi barvicimi metodami (Coomassie blue,
stiibro, fluorescencné¢ SyproRuby) nebo az po jejich elektropfenosu na nylonovou nebo
polyvinylidenfluoridovou (PVDF) membridnu (Western blot). Na membrané lze proteiny
opét detegovat barvenim (Comassie blue, tus) nebo specificky pomoci protilatek proti
danému proteinu (immunoblotting).

Specidlni formou vertikédlni elektroforézy, kterd je velmi vyuZivand v naSi laboratofi,
je sekvenovani na planarnim fluorescenénim sekvenatoru AlfExpress (viz kapitola
Sekvenovani nukleovych kyselin), kde sloZeni polyakrylamidového gelu umoZiuje separaci
fetézci lisicich se pouze o jeden nukleotid.
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Sekvenovani nukleovych kyselin
) Helena Treslovd
Ustav dédi¢nych metabolickych poruch VEN a 1. LF UK Praha

Pro zjistovani pofadi nukleotidii v daném useku DNA existuji dva odliSné principy
sekvenacnich metod (za oba byla udélena Nobelova cena).

Tzv. ,,dideoxy‘ metoda (Sangerova) je enzymova metoda, jejiZ vyuZiti v soucasné dob¢ zcela
zastinilo druhou, chemickou metodu (Maxam-Gilbertova metoda).

Sangerova enzymatickd metoda vyuzivi DNA polymeru pro vytvoieni komplementarni
kopie jednofetézcového templétu a je zaloZena na schopnosti DNA-polymerdzy pouZivat jak
27~ deoxynukleosidtrifosfaty (dANTP) tak 127, 3”- dideoxynukleosidtrifosfaty (ddNTP) jako
substraty. Je-li takovdto modifikovand baze ddNTP inkorporovana do rostouciho fetézce,
dojde k zastaveni jeho syntézy, nebot’ takovy fetézec postradd termindlni 3°-hydroxylovou
skupinu.

Dideoxy metoda ddle vyuziva skuteCnost, Ze DNA polymerdza nemuze iniciovat polymeraci
bez ptitomnosti primeru (kratkd molekula nukleové kyseliny, asi 20 part bazi), z jehoz 3°-
konce pokracuje elongace (syntéza komplementarniho fetézce DNA). Primer po piipojeni
ke komplementérni ¢asti templatu vymezuje dsek, ktery bude sekvenovan.

Deoxynukleotidy jsou pfipojovany na zdkladé komplementarity k templatu a fetézec
je prodluZzovan tvorbou fosfodiesterové vazby mezi 3°-hydroxylovou skupinou a5’-
fosfatovou skupinou nové pripojovaného deoxynukleotidu aZz do doby, kdy je do fetézce
ndhodné inkorporovan misto deoxynukleotidu dideoxynukleotid.

Tato metoda vyuzivd stejného principu jako polymerdzova fetézova reakce (viz kapitola
PCR), kdy je templitovdi DNA mnoZena pomoci primert a polymerazy v cyklické reakci.
V piipad¢ sekvenacni reakce se ovSem pouZije pouze jeden primer a tudiz dochéazi k syntéze
jen jednoho fetézce v jednom sméru.

V soucasné dob¢ se v naSi laboratofi pro sekvenoviani DNA pouZivaji 2 typy piristroju
(planarni fluorescencéni sekvendtor AlfExpress akapilarni sekvendtor ABI PRISM
3100-Avant). Oba pfistroje vyuZivaji princip Sangerovy enzymatické dideoxy metody
a fragmenty DNA jsou v obou dé€leny gelovou elektroforézou (polyakrylamidovou vertikalni
¢i kapilarni). Jak bude vysvétleno pozdéji, hlavni rozdily mezi piistroji jsou ve zpusobu
vyuziti fluorescencnich znacek (AlfExpress vyuziva jednou fluorescen¢ni barvou znaceny
primer, zatimco 3100-Avant dokaZe odliSit vice fluorescen¢nich barev a ma znacené ddNTP).

Pristroj AlfExpress vyzaduje 4 samostatné sekvenaCni reakce a samostatné déleni
pii elektroforéze pro kazdy jednotlivy nukleotid (A, C, G, T) z divodu mozné detekce pouze
jedné fluorescencni barvy, kterou je oznaCen primer. Aby byly vytvofeny Ctyfi sekvenaéni
smési ukoncené specificky vzdy v pozici jediného nukleotidu, je dokazdé ze Ctyf
mikrozkumavek pfidan vzdy pouze jeden typ ddNTP. Pomér ddNTP a smési vSech ¢tyi dNTP
jevolen tak, aby jednotlivé podily elonga¢nich produkti byly ukonceny se stejnou
pravdépodobnosti. Timto zpiisobem vznikaji v kazdé elongacni smési fetézce se stejnym
5’- koncem, definovanym pouZitym universdlnim fluorescencné znacenym primerem
a s variabilnim 3’- koncem, zakoncenym specifickym dideoxynukleotidem.

Po zastaveni sekvenacni reakce jsou dvojtetézcové molekuly DNA denaturovédny teplem tak,

aby doSlo k oddéleni templitu odznacenych vldken ukoncenych jednotlivymi
dideoxynukleotidy. Tyto fragmenty jsou pak elektroforeticky za denatura¢nich podminek
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rozdéleny na polyakrylamidovém gelu. Nevyhodou tohoto typu sekvendtoru je skutenost,
7e na kazdé sekvenovani je nutno pfipravit vZdy novou reakci, ddle pak nizsi kapacita stroje
(pouze 10 vzorkl najeden sekvenacni béh trvajici cca 12 hodin) atéZ samotnd piiprava
polyakrylamidového gelu.

Sekvenovani na kapilarnim sekvenatoru 3100-Avant md oproti sekvenovani na piistroji
AlfExpress vyhodu v tom, Ze sekvenacni reakce probihd pro vSechny 4 nukleotidy v jedné
mikrozkumavce (v komer¢nim kitu BigDye® Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit od firmy
Applied Biosystems jsou riznymi fluorescencnimi barvami oznaeny vSechny
4 dideoxynukleotidy), a tak mohou byt béhem jednoho béhu d€leny vSechny 4 nukleotidy
najednou. Dalsi vyhodou je potfeba mensitho mnozstvi templitu DNA. Odpadd zde téz
nutnost ndro¢ného nalévini gelu anandSeni vzorkli na gel (kapildra se plni polymerem
automaticky).

Nejdiive je nutné pfipravit sekvenaCni reakce obsahujici templat DNA, primer, kit
s fluorescencné znacenymi ddNTP, specidlni sekvenacni pufr avodu, celkovy objem
sekvenacni reakce je 20 ul. Takto pfipraveny vzorek, ktery je napipetovany v mikrotitracni
destic¢ce s kapacitou 96 jamek (1 jamka = 1 vzorek) se vlozi do termocykleru, kde prob&hne
cyklicka reakce (stiidani n¢kolika cykld denaturace, naseddni primert a prodluZovani vldken),
béhem niz dojde k amplifikaci templatu. Do reakce se dava pouze jeden primer, amplifikace
je tedy linedrni. Vysledkem je smés rizné dlouhych fragmentii zakoncenych specifickym
termindtorem.

Po pfipraveni sekvenacni reakce je nutné ze smési oddé€lit nevyuzité tzv. BigDye termindtory
(fluorescencné znacené volné ddNTP), které by pozdéji ruSily detekci vysledné sekvence
(ptilis zvySuji pozadi). Precisténi lze d€lat rGznymi metodami, ndm se osvédCila metoda
etanolové precipitace, kdy se v prvnim kroku DNA vysrdzi pomoci acetitu sodného a 96%
etanolu a potom se odsoli a promyje 70% etanolem. Nakonec uz je potfeba jen vzorek
rozpustit ve formamidu (highly deionized Hi-Di Formamid) a celou desti¢ku se vzorky vloZit
do sekvenatoru.

Pro sekvenaci nejcastéji pouzivdme 50 cm kapildru, kde je vzorek nesen polymerem POP-6.
Optimaln¢ ziskdvame sekvenci dlouhou 600-800 bazi. Kapilarni elektroforéza probiha
v prostfedi pufru s EDTA.

Kapildra akladnd elektroda vstupuji do jamky se vzorkem (Obr. 6), vlozi se napéti
a zaporn¢ nabité fragmenty DNA vstupuji do kapilary a postupuji smérem k anod¢, ktera
je na druhém konci kapilary. Fragmenty DNA nesouci jednu ze Ctyi fluorescencnich znacek
jsou ozafeny argonovym laserovym svétlem, dochdzi k excitaci a emitované svétlo je snimano
tzv. CCD kamerou (4 vinové délky jsou snimany soucasn¢). Software vyhodnocuje emisni
obrazce a prevadi je do podoby barevnych kiivek.

V nasi laboratofi madme v soucasné dobé¢ v dispozici 4-kapildrni stroj, tzn., Ze jsme schopni
béhem jednoho b&hu soucasné sekvenovat 4 vzorky. Délka jednoho béhu je asi 2,5 hodiny,
tzn. celou desticku s 96 vzorky jsme schopni osekvenovat za 2,5 dne. Velkou vyhodou
je skutecnost, zZe vzorky lze opakované sekvenovat, degradace vzorku ve formamidu nastava
aZ po piiblizn€ jednom tydnu.

V soucasné dob¢ vyuzivime sekvenovani nejCastéji pro diagnostické ucely, a to hlavné
pro identifikaci nezndmych mutaci pifimym sekvenovdnim PCR produktd nebo klont
pii nezbytnosti odd¢€lent alel.
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Fragmentac¢ni analyza na pristroji ABI PRISM 3100-Avant

Ptistroj 3100-Avant lze pouZit i pro fragmentacni analyzu, pfi které jsou jednotlivé fragmenty
DNA, tzv. mikrosatelity, rozdéleny podle své délky. Jako mikrosatelity se oznacuji repetitivni
DNA sekvence, které jsou nejCastéji tvoreny opakovdnim mono-, di-, tri- nebo
tetranukleotidli, napf. (A)n, (AT)n, (ATA)n apod. Pocet opakovani jednotky (repetice)

v konkrétnim misté DNA (lokusu) definuje alelu.

Fragmenty DNA pfipravime PCR reakci s jednim nebo nékolika pary primerd, kdy jeden
primer z kazdého paru je fluorescencné znaceny. V prubehu jediného behu pak mizeme
soucasné analyzovat nékolik riznych fragmentli za pfedpokladu, Ze se navzdjem liSi svou
délkou nebo jsou oznaceny rtiznymi fluorescencnimi barvami. Spolu s kazdym vzorkem bezi
interni délkovy standard (DS-30: 6FAM™, HEX, NED™, ROX™ ) nebo (DS-33: 6FAM™,
VIC®, NED™ PET®, LIZ®), ktery umozni pfesnou identifikaci jednotlivych fragmentd.
Je mozné vyuZzit az péti riznych fluorescen¢nich znacek, pfi¢emz pétd je pak vyhrazena
pro délkovy standard. Fragmenty jsou analyzovany v 36 cm kapildfe a polymeru POP-4.

V soucasné dobé vyuzivame fragmentacni analyzu nejCastéji pro diagnostické ucely, napf.
pro zjiSténi materidlni kontaminace tkdn¢ plodu pfi prenatdlni diagnostice v postizenych
rodindch nebo pro metodu identifikace velkych deleci — Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA). Mensi vyuziti je ddle pro vyzkumné ucely, napf. pro metodu
stanoveni zeSikmeni inaktivace chromosomu X. Toto vySetfeni je zalozeno na rozdilné
metylaci promotorovych sekvenci genti na aktivnim a neaktivnim chromosomu X.
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Technologie DNA cipu
) Hana Hartmannov4a, Lenka Noskova
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Metodika DNA ¢ipt (DNA microarrays) je zaloZena na simultdnni detekci velkého mnoZstvi
genovych transkriptii. Je zaloZena na imobilizaci prob odpovidajicich vétSinou urcitym geniim
a hybridizaci komplementarnich fetézcl ve vySetfovaném vzorku. Vyhodou metody je ziskan{
velkého mnoZstvi dat z jednoho vzorku, u celogenomovych cCipi ziskdni dat o celkovém
genetickém profilu daného vzorku.

Existuje nékolik druhti DNA ¢ipa: u expresnich se méfi relativni pomér exprese genu
vzorku akontroly, u genotypovacich Ize stanovit jednonukleotidové polymorfismy,
pii komparativni genomové hybridizaci (CGH) je mozné detekovat velké genomové
inzerce nebo delece.

V nasi laboratoii se pouZzivaji predevSim expresni Cipy, u kterych se méfi relativni pomér
exprese genu vzorku a kontroly.

Pro piipravu DNA cipi bylo ve spoluprici s GeneAge Technologies navrzeno, vyrobeno
a testovano robotické nandseci zafizeni - GeneSurfer. Tento unikdtni piistroj a jeho vlastni
softwarové ovlddani umoznuje pfipravovat vjednom cyklu az 60 <cipt (podloZnich
mikroskopickych skel) o maximélni hustoté 4900 prob/cm2 (az 80 000 elementl na efektivni
plochu).

Prvnim krokem pfi vyrobé DNA ¢Cipli je vybér gend, které naném budou zastoupeny.
Ke kazdému genu je pak navrzen specificky 40 bazi dlouhy oligonukleotid pomoci softwaru
Oligopicker (http://pga.mgh.harvard.edu/oligopicker). Piipadnd hybridizace jednotlivych
oligonukleotidi k homolognim geniim je vyloucena V programu BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Oligonukleotidy jsou poté komercné nasyntetizovany.
Pro piipravu microarray se oligonukleotidy rozpoust&ji v 3x SSC na koncentraci 20puM
a pipetuji se pomoci robotického pfistroje Biomek do 384-jamkovych desticek. Veskeré
informace o oligonukleotidu, jeho sekvence, koncentrace a umisténi v jednotlivych destickach
jsou ulozeny v lokdlné€ instalované databazi BASE (http://base.img.cas.cz).

DNA cipy se tisknou na podlozni skla, kterd jsou modifikovana bud’ aminosilanem nebo poly-
L-lysinem. Tisk je navrZen tak, aby byla vytvofena pravidelnd miizka spotll umoznujici jejich
identifikaci.

Po natiSténi jsou oligonukleotidy na ¢ipu imobilizovany kombinaci zapeceni pii 80°C
a UV zafeni. Kvalita jednotlivych sérii tisku je kontrolovdna pomoci hybridizace
fluorescen¢né znacenych panomerti (random 9-meril) a ndslednym skenovanim. Microarrays
l1ze uchovavat pii pokojové teploté v bezprasném prostiedi.

Znaceni vzorki na DNA (¢ipy a hybridizace

Pro pfipravu vzorkil na hybridizace je vZdy nutné pouZit RNA velmi dobré kvality.

V nasi laboratofi je standardné pouZzivan systém Genisphere Expression Array Detection Kit
(http://www.genisphere.com/array_detection_protocols.html). Na jednom Cipu se vidy
porovnavaji dva vzorky (napf. pacient a kontrola), kazdy vzorek je znacen jinou fluorescencni
znackou (Cy3 aCy5). Prvnim krokem je reverzni transkripce, k ni je vyuzivan oligo dT
primer, ktery se vdZze jen na polyA konec mRNA. Tento primer jeSté¢ obsahuje specificky
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overhang, ktery se vyuzivd pro vazbu fluorescentni znacky — 3DNA Capture Reagent
(Obr. 3).

Standardni mnozstvi RNA potiebné pro hybridizaci jednoho vzorku je Sug RNA, v ptipadé
nedostateCného mnozstvi RNA je mozné pred reverzni transkripci zafadit jeSt¢ krok RNA
amplifikace. Poreverzni transkripci se pivodni RNA degraduje avznikla cDNA
se hybridizuje 16 hodin v hybridiza¢nim pufru pii 65°C ve vodni 14zni v hybridizacnich
komiirkach. Nésleduje odmyti nenavdzanych cDNA v pufrech o snizujici se koncentraci soli
a druh4 hybridizace. Pfi ni se hybridizuje fluorescen¢ni znacka 3DNA Capture Reagent, ktera
se specificky navaze na overhangy cDNA navdzanych na Cip. Zbytek nenavdzané znacky
se znovu odmyje a vysledny signal se detekuje v skeneru Axon Instruments. Pro néslednou
analyzu obrazu se vyuzivd software Genepix Pro 6.1. Analyza spociva v pfiloZeni miizky
na ziskany obraz, v identifikaci jednotlivych spotii a vypoctu intenzity jejich signdlu.
Nésleduje slozita bioinformaticka analyza ziskanych dat za pouZiti statistickych programd.
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Molekularni klonovani
; Lenka Mrdzovd
Ustav dédicnych metabolickych poruch VFN a 1. LF UK Praha

Molekularni klonovani se pouZivad k ziskdni velkého poctu identickych kopii biologického
materidlu. Klonovani je mozné in vitro — napt. PCR (viz kapitola PCR), s po¢tem chyb cca
10° - 10" bazi, nebo in vive, napf. pomoci bakterif, kde je pocet chyb o n&kolik F4dd niZsi.

Pti klonovani se vyuZziva schopnosti bakterii nést a replikovat krom¢ vlastni chromozomalni
DNA imalé kruhové molekuly DNA, né¢kolik tisic bazi dlouhé — tzv. plazmidy. Tyto
plazmidy nejsou nezbytné pro zdakladni potieby bakterii, tedy rist a rozmnozovani, ale nesou
v sobé vlastnost, kterd dany organismus zvyhodnuje v ur¢itém prostiedi, napf. rezistenci
k antibiotikiim. K diagnostickym ucelim klonujeme useky genomové nebo kdédujici DNA
nckolik stovek az tisic bazi dlouhé.

Princip klonovani
Zkoumanou ¢ast DNA nejprve namnoZime in vitro napt. pomoci PCR, tuto cizorodou DNA
vlozime do technicky upraveného plazmidu — tzv. vektoru, a ten pak transformuje do bakterie.

Vlastnosti vektoru

Vektor obsahuje informace pro replikaci, dédle selekéni vlastnost, zpravidla rezistenci
k urcitému antibiotiku ¢i antibiotikim, napf. ampicilinu, kanamycinu, neomycinu apod.,
a také technicky pfipraveny dsek DNA, tzv. polylinker, do kterého Ize ligaci vloZit cizorodou
DNA. V polylinkru se nachiazi obvykle n¢kolik rGznych restrikénich mist, které se jinde
ve vektoru nenachdzeji. Dale mtze vektor podle potieby dalSiho vyzkumu nést promotorovy
usek apolyA usek, které zajisti transkripci cizorodé DNA, napf. pii zkoumdni aktivity
proteinil a jejich mutantnich forem.

Vlastnosti bakterii

Nejcastéji se pouzivaji technicky upravené nepatogenni bakterie rodu Escherichia coli.
Pomoci CaCl, dochdzi k naruseni bunécné stény bakterii, kterd se stdva prostupnou, a tak jsou
E. coli schopné prijmout vektor i s cizorodou DNA.

VlozZeni cizorodé DNA do vektoru

Kruhovy vektor senejprve linearizuje Stépenim v mist¢ polylinkeru restrikCnimi
endonukledzami (viz kapitola Restrikéni analyzy). Ty vytvéfeji bud’ ostré, nebo tupé konce.
Stejné je upravena i cizorodd DNA vytvofenim komplementarnich koncti. Vektor s cizorodou
DNA je poté spojen ligaci, ¢imZ vznikne opét kruhovy tvar.

Nekteré firmy doddvaji vektory jiz linearizované, které vyuzivaji tzv. TA klonovani.
TA klonovéni je zaloZeno na vlastnosti nékterych polymerdz pfi PCR amplifikaci pfidavat
adeninovy zbytek nakonec vytvareného fetézce. Komercni linearizovany vektor nese
pfesahujici thyminovy zbytek. Samotna ligace je pak velice rychld (5-15 minut) a je vysoce
ucinn4.

Vneseni vektoru do bunék — transformace

Plazmid, vytvofeny spojenim vektoru s cizorodou DNA, se vnese do Zivych bun¢k pomoci
Soku, ktery je bunkdm uméle navozen. Pifi ném dojde ke kritkodobému roztazeni péri
v cytoplazmatické membrané, kterymi vnikne plazmid dovnitf. Sok se provadi bud’ rychlou
zménou teploty — heat shock, nebo elektrickym impulzem - elektroporace. Thned poté
se k bunkdm ptidd Zivné médium, ve kterém se asi jednu hodinu nechaji rist. Béhem této
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doby dojde k ,rekonvalescenci® bunék, jejich narusend bunécnd sténa se obnovi a bunky
se zacnou d¢lit. Smés se pak pfenese na Petritho misku s Zivnym agarem, ve kterém
je obsazeno selektivni cinidlo, zpravidla antibiotikum. Misky srovnomérné nanesenymi
buiikami nechdme rist do druhého dne v inkubdtoru pii 37°C. Diky selekénimu tlaku mohou
rust pouze buniky ve kterych je plazmid piitomen, nebot’ on nese rezistenci k antibiotiku
pfidaného do média. Buiika bez plazmidu tuto rezistenci nema a zahyne. Druhy den je miska
poseta nekolika az stovkami koloniemi bunck, kazdad vznikla d€lenim jedné jediné buiky
nesouci pivodné jeden plazmid.

Klonovani v diagnostice

Rozd¢€leni alel se provadi v ptipadech, kdy potifebujeme zjistit polohu mutaci cis nebo trans
u pacientd, od kterych neni dostupny materidl rodict, nebo v ptipadech, kdy dochézi k inserci
nebo deleci n¢kolika bazi na jedné z alel (sekvence piimého sekvenovani je v tomto piipadé
nepichlednd).

Vyuzivame zde vlastnost - jeden plazmid = jedno vldkno DNA (jedna alela) = jeden klon.
Polohu mutaci cis nebo trans je mozné ur€it jen v ptipadé, jsou-li mutace od sebe vzdaleny jen
n¢kolik desitek az stovek bazi. Pii velké vzdalenosti dochdzi béhem PCR k ,,preskakovani*
polymerazy a vysledky jsou nepiesné.

Casovy plan pro TA klonovani:

1. den:

PCR reakce 2 — 3 hodiny

Piima izolace PCR produktu 12 hodiny

Actkovani* je reakce, pii niz dojde k navézani dATP na konec PCR produktu (Ize vynechat,
zélezi na typu polymerazy) 15 min

Legace 5—15 min
Transformace 2 — 3 hodiny

Naneseni buné€k na Petriho misky 15 min

2.den

Pteneseni jednotlivych kolonii do tekutého média 1 hodina (pro 30 kolonif)
3.den

Izolace plazmidu (30 plazmida) 1 a V2 hodiny
Sekvenovani 3 — 4 hodiny
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Vybrané vySetirovaci metody

v cytogenetice
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Cytogenetika, karyotyp, chromozomalni aberace
) Drahuse Novotnd, Daniel Chudoba,
Ustav biologie a 1ékai'ské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Cytogenetika studuje zmény poctu a struktury chromozomu — tzv. chromozomalni aberace.
Tyto aberace v sob& obsahuji vétSinou rozsdhlé genové soubory, které jsou v piipad¢ aberace
bud’ zmnozeny nebo redukovédny, coZ se u pacientli projevuje mnohocCetnym postizenim
ruznych organovych soustav. Nejednd se tedy o izolované vady, ale o nemoci charakteru
syndromti. K obvyklym projeviim chromozomalnich aberaci patfi:

- mentalni nebo psychomotoricka retardace;

- poruchy vyvoje centrdlni nervové soustavy;

- skeletalni anomalie, rustova retardace;

- deformity koncetin a prst véetn¢ vyskytu nadpocetnych prsti;

- poruchy reprodukce nebo uplna sterilita;

- poruchy vyvoje genitalu;

- vrozené srde¢ni vady;

- anomadlie ledvin, traviciho traktu a dalSich orgént;

- abnormdlni obli¢ejové rysy — napt. Sikmé postaveni o¢i, mikroftalmie, hypertelorismus,
rozS§tép rtu, popt. patra, gotické patro, vznik mikromandibuly, abnormélni tvar a posazeni
usSnich boltcu;

- poruchy reprodukce nebo tiplna sterilita;

- poruchy nitrod€lozniho vyvoje plodu, spontdnni potraty;

- poruchy imunity;

- zhorSeni progndzy a extrémni zkraceni délky Zivota;

- dispozice k nékterym nddorovym onemocnénim;

[ 4

- nekontrolované buné¢né déleni — kancerogeneze.

Chromozomy vysetfujeme obvykle ve 2. fazi mitotického déleni — metafdzi, kdy jsou
nasledkem spiralizace zkrdceny a kondenzovéany tak, Ze je miizeme pozorovat v optickém
mikroskopu. Chromozom je v této etapé¢ bunééného cyklu zdvojeny, tj. tvofeny dvéma
nukleoproteinovymi vldkny — chromatidami. Jsou spojeny v misté priméarni konstrikce, kde
se nachdzi centromera — struktura, kterd se ptipojuje k délicimu vieténku a umoziuje spravny
rozchod chromozomti do dcefinych bunék. Primarni konstrikci jsou chromozomy rozdé€leny
na kratkd raménka, oznaCovand ,,p*, a dlouhd raménka, oznacovana ,,q“. Konce ramének
se nazyvaji telomery a maji velky vyznam pro stabilizaci struktury chromozomu. V prabéhu
starnuti buiiky se zkracuji, aZ kone¢n¢ jejich ztrata navodi degradaci chromozomu a nésledné
vede k zaniku bunky.

Karyotyp zdravého clovéka je tvofen 46 chromozomy, 22 pédry autozoml a pohlavnimi
chromozomy ( gonozomy ) XX u Zeny a XY u muZe. Podle vzajemného poméru délky p a q
ramének rozliSujeme v lidském karyotypu chromozomy metacentrické, submetacentrické
a akrocentrické. Podle tvaru a velikosti je rozdélujeme do 7 skupin:

A chromozomy velké, metacentrické 1-3

B velké, submetacentrické chromozomy 4 a 5

C stfedni submetacentrické chromozomy 6-12 a X

D mensi akrocentrické chromozomy 13-15

E mensi meta- aZ submetacentrické chromozomy 16-18

F malé metacentrické chromozomy 19 a 20

G malé akrocentrické chromozomy 21 a 22, k nimZ se pro podobny vzhled fadi také Y.
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Pfi vyvoji zarodecnych buné¢k dochazi k redukci diploidni sady 46 chromozomti na polovinu,
¢ili na haploidni sadu. Zdravé vajicko ma karyotyp 23,X, normdlni spermie 23,X nebo 23,Y.
Na rozdilné velikosti a tedy i hmotnosti chromozomti X a'Y jsou zaloZzeny nckteré metody
separace spermii za ucelem volby pohlavi ditéte.

Chromosomalni aberace délime na pocetni (numerické ) a strukturalni.

Numerické aberace jsou odchylky od normélniho diploidniho poétu, tj. 46,XX nebo 46,XY.
Jedna-li se o zndsobeni celé chromozomové sady, hovotime o polyploidii.

V lidské cytogenetice se mlizeme setkat s triploidii (3 x 23 = 69 chromozomil), vzicnéji
tetraploidii (96 chromozomil), ato témét vyluéné pfi vySetfovani spontdnné potracenych
plodii. K triploidii dochazi v ptipadech oplozeni vajicka dvéma spermiemi (dispermie ) nebo
splynutim diploidni a haploidni gamety. N¢kdy se z polyploidni zygoty embryo vibec
nevyviji a placenta se zméni v neorganizovanou bunéénou masu, tzv. parcidlni molu.

Pocetni odchylky chromozoml od ndsobku zdkladnitho poctu neboli odchylky od euploidie
oznacujeme jako aneuploidni.

Nejcastéjsimi aneuploidiemi somatickych bunék jsou trizomie, tj. pfitomnost nckterého
chromozomu ve tfech kopiich na burku.

V humdnni genetice jsou zndmy trizomie chromozomu 21 (Downiiv syndrom), chromozomu
18 (Edwardsiv syndrom) achromozomu 13 (Patautiv syndrom). Ostatni autozomalni
trizomie zptsobuji obvykle odumfeni embrya in utero. Vzacnymi vyjimkami jsou mozaiky
(smésné konstituce vice bunécnych klonti v organismu; klonem je nazyvana linie bunck
se stejnym karyotypem), kdy trizomii nachdzime jen v nékterém bunécném klonu anebo
v nékteré tkani jedince.

Nadpocetné chromosomy X vedou uZen k vyvoji tzv. superfemale (karyotyp 47,XXX),
u muzi ke Klinefelterovu syndromu (47,XXY). Muz s nadpo¢etnym chromozomem Y
(47,XYY) je oznaCovdn jako supermale.

Chybéni chromozomu, monozomie, je vesmés s Zivotem neslucitelné; vyjimkou
je monozomie X, kterd je nejCastéjsi pti€inou Turnerova syndromu.

Pri¢inami pocetnich aberaci chromozomu jsou obvykle poruchy meiotického déleni
pfi vyvoji gamet, a sice chybny rozchod chromozomii vedouci ke vzniku dizomickych (n =
24) nebo nulizomickych (n = 22) gamet. Po splynuti s normélni gametou vznika trizomicka
¢i monozomickad zygota. Vzicnéji dochédzi k nespravnému mitotickému déleni v ranych fazich
vyvoje embrya, coZ vede bud k aneuploidii vSech bunék ¢i vzniku mozaiky. Pfi ryhovani
vajicka muZe dojit ik opacnému jevu, kdy chyby vrozchodu chromozomil piivodné
trizomické zygoty vedou k dizomii a nadbyteCny chromozom je eliminovdn tuplné¢ anebo
do buné€k, z nichz se vyvijeji zarodecné obaly. V piipadech, kdy zbylé dva chromozomy
pochézeji od stejného rodice, se muze projevit efekt uniparentdlni dizomie, znadmy napf.
u syndromti Prader-Williho a Angelmanova. Situace, kdy je aneuploidni linie koncentrovana
do extraembryondlni tkané, vede k faleSn¢ pozitivni prenatdlni diagnostice z choriovych klku.

Zmény stavby chromozomu oznacujeme jako strukturalni aberace.
Podle charakteru jelze rozdélit nadelece, duplikace, translokace, inverze, kruhové
chromozomy, izochromozomy a marker chromozomy.

Delece jsou ztraty chromozomadlnich dsekt, ato bud’ koncovych (termindlni delece) nebo
vnitfnich (intersticidlni delece). Piikladem je termindlni delece kriatkych ramen 5.
chromozomu, projevujici se fenotypicky jako syndrom koci¢iho kiiku, nebo intersticidlni
delece casti dlouhych ramen 22. chromozomu s fenotypem DiGeorgeova syndromu.
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Duplikace je zdvojeni ¢asti chromozomu, napt. zdvojeni termindlni ¢asti kratkych ramen 11.
chromozomu, projevujici se jako syndrom Beckwith-Wiedemanntv.

Translokace je presun ¢i vyména genetického materidlu rGznych chromozomu. Deélime
je na robertsonské a reciproké. Robertsonské translokace vznikaji ztratou kratkych ramen
a splynutim centromerickych oblasti akrocentrickych chromozoml. Jako reciproké
oznacujeme vzdjemné vymeény materidlu 2 ¢i vice riznych chromozomi. Pfi Gcasti 3 a vice
chromozomti hovoiime o komplexnich piestavbach.

Podle toho, zda je ¢i neni zachovdno normalni mnozstvi genetického materidlu, rozliSujeme
translokace balancované (vyvazené) a nebalancované (nevyvazené). Nosic¢i balancovanych
translokaci maji vétSinou normdlni fenotyp, ale trpi poruchami plodnosti nebo narozenim
postizenych déti. Prikladem mohou byt nosi¢i relativné Casté robertsonské translokace
(14;21), s normalnim fenotypem, ale postiZzeni opakovanymi aborty a potomky s Downovym
syndromem. Tyto déti maji tzv. translokacni formu trisomie 21, kdy dva chromozomy ¢. 21
jsou volné atfeti je vdzdn nachromosomu 14. PostiZzeni potomkd nosi¢i reciprokych
translokaci je zptisobeno ¢asteCnymi duplikacemi a delecemi atomu odpovidajicim
fenotypem — obvykle facidlni stigmatizaci, orgdnovymi vadami a opoZdénim
psychomotorického vyvoje.

Vzacné mohou byt izdanlivé balancované traslokace zdrojem postizeni jedince,
a to v situacich, kdy zlomem a znovuspojenim je bud’ poskozen stdvajici gen nebo aktivovin

v, s

gen dosud mlcici (Casté u onkogent, viz ddle).

Inverze je otoceni chromozomadlniho segmentu o 180°. RozliSujeme inverze pericentrické,
kdy invertovany usek zahrnuje centromeru, a paracentrické, u nichZ lezi pievraceny usek
mimo centromerickou oblast. Samy osobé maji charakter balancovanych aberaci,
ale pfi gametogenezi mohou diky crossing-overu zpusobovat vznik duplikaci a deleci
chromozomalnich ¢asti s ndsledkem postizeni potomstva. Je zndmo nékolik tzv. benignich
inverzi, které se dédi v rodinidch beze zmén a bez negativnich fenotypovych projevii. Jsou
to malé pericentrické inverze chromozomu 2, 3, 10 a piedevsim castd inverze chromozomu 9,
kterd obsahuje pouze heterochromatinové oblasti chromozomu 9.

Kruhové chromozomy (rings) vznikaji odlomenim ¢asti chromozomu a naslednym spojenim
volnych koncii a maji tedy charakter deleci.

Izochromozomy vznikaji pficnym rozdélenim mitotickych ¢i meiotickych chromozomi.
Do dcefinych buné¢k takto putuji zdvojena kratkd ¢i dlouha raménka chromozomu. Piikladem
je izochromozom dlouhych ramen chromozomu X, vedouci k projeviim Turnerova syndromu.

Marker chromozomy jsou malé, Casto nadpocetné chromozomy, pochdzejici z fragmenti
chromozomti se zachovanou centromerou. Pokud neobsahuji euchromatin, vyskytuji
se obvykle familiarné. N¢kdy je marker chromozomem pochdzejicim z chromozomu X nebo
Y nahrazen chybéjici gonozom.

Strukturdlni aberace vznikaji obvykle jako ndsledky zloml a nespravného znovuspojeni
poskozenych chromozomu. Dojde-li k takovéto situaci v zarodecné buiice a ta se pak uspésné
zucastni procesu oplozeni, narodi se — pokud se nejednd o letdlni aberaci — postizeny jedinec
nebo nosi¢ balancované piestavby. Aberace v somatické buiice mlize zpusobit jeji zanik nebo
naopak vede k nekontrolované proliferaci, ke kancerogenezi.
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Tkané pro cytogenetické vySeti‘eni
; Drahuse Novotnd, Daniel Chudoba
Ustav biologie a 1ékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Chromozomalni (neboli cytogenetické — nikoli cytologické!) vySetieni lze provadét
prenatdlng i postnatalné; v soucasnosti je specifikem téZ vySetfeni preimplantacni.

NejpouzivanéjSim zdkladem prenatalniho vySetieni jsou buiiky plodové vody ziskané
amniocentézou, jednak proto, Ze se jednd o nejSetrnéjsi zplsob odbéru prenatdlni tkang,
jednak pro snadnou kultivaci amniocytii in vitro. OvSem vzhledem k malému mnoZstvi zZivych
bun¢k v plodové vodé trvd namnoZeni bunék pro potfeby cytogenetického vysetieni priblizné
dva tydny. Ddle je moZno nakultivovat a vySetfit buiiky choria a placenty, pupe¢nikovou
krev a ve specialn¢ indikovanych piipadech i jiné tkané plodu, odebrané biopticky pod
piimou ultrazvukovou nebo fetoskopickou kontrolou.

Postnatalné, eventudlné postmortalné lze v tkanové kultufe namnozit rizné typy bunék —
ktze, svalu, gondd, kostni dfen¢, solidnich nddort, vypotkl atd.), ale nejcastéji se vyuziva
vySetieni lymfocyti ziskanych odbérem zilni krve.

K odbéru se pouzivaji sttikacky oSetfené litium-heparinem; tato litka zabranuje sraZeni krve
avnizké koncentraci nezhorSuje kultivaci jako EDTA, jeZz se pouziva ve stiikackach
urcenych pro odbéry krve na izolaci DNA. VSechny typy odbérii na chromozomadlni vySetfeni
je nutno provadét do jednorazovych plastovych materidli za piisné sterilnich podminek, pred

odbérem desinfikujeme misto vpichu alkoholem.

Kultivace lymfocyti, vzhledem k jejich vysoké koncentraci v lidské krvi, je kratkodoba, trva
podle charakteru nasledného vysetteni 48-72 hodin.

K ziskani metafdzickych chromozomii se pouZivd kolcemid, derivat mitotického jedu
kolchicinu, jenZ rozruSuje vldkna d¢€licitho vieténka atim zabranuje dalSimu postupu
bunécného cyklu.

Bunécnd kultivace a plisobeni kolcemidu jsou ukonceny centrifugaci buncék a odsatim
kultivacniho média ve form¢ supernatantu. Chromozomy jsou uzavieny v bunkéch a k jejich
izolaci se pouZziva hypotonickych roztokt, které zptisobi nafouknuti bun¢k, ztenceni bunécné
membrany a rozvolnéni chromozomu. Nejobvyklej$imi hypotonickymi roztoky jsou 0,075 M
roztok chloridu draselného pro periferni a pupecnikovou krev a destilovanou vodou nafedéné
tkanové medium pro dlouhodobé kultury.

Hypotonicky roztok je nejucinnéjsi pfi teplot¢ 37° C, jeho ptlisobeni na buniky je opét
ukonceno centrifugaci a vyménou za roztok fixacni, sloZzeny ze tif dili metanolu a jednoho
dilu ledové kyseliny octové. Fixace je n¢kolikrat zopakovana, az supernatant ziska vzhled ¢iré
tekutiny. Vyslednd suspenze je nakapana na mikroskopickd podlozni skla. Zbytek fixace
se pfitom odpafi auvolnéné chromozomy adheruji na povrch skla. Aby se chromozomy
nekoncentrovaly do nehodnotitelnych shlukti, ale naopak se pekné rozprostiely po preparatu,
pouzivaji se skla pfedem namocend do studené vody anebo, Castéji, namrazend na suchém
ledu (tuhy CO,) nebo v mraznicce.

Zpracovani bunécné kultury od okamziku pfiddni kolcemidu aZz do nakapani a dehydratace
skel trvd zhruba jednu pracovni sménu. Vysledny vzhled prepardtii zdvisi do znacné miry
na zru¢nosti a zkuSenosti laboratorniho persondlu. Nicméné¢ itak zde piisobi fada dalSich
vlivii: rdzné vzorky kultivované a zpracovdvané tymiZz pracovniky za stejnych podminek
se ve vysledku vice ¢i mén¢ odlisSuji.

Vzhledem k tomu, Ze se jednd o préci s biologickym materidlem za pouziti chemikadlii, nékdy
jedovatych, plynovych kahanti a elektrickych spotiebici, je tfeba dodrZovat pravidla
bezpecnosti prace a ochrany zdravi.
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Vizualizace chromosomiu
) Drahuse Novotnd, Daniel Chudoba
Ustav biologie a 1ékai'ské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Nejjednodussi metodou vizualizace je tzv. klasické barveni roztokem podle Giemsy-
Romanowského. Vsechny chromozomy jsou pak homogenné tmavé, rozlisime jejich pocet
a velmi hrubou stavbu.

Metoda se obvykle pouZiva k hodnoceni chromozomadlnich zlomt a nestabilnich piestaveb
u osob vystavenych profesné ¢i terapeuticky ptisobeni klastogennich Cinitel (viry, chemické
latky véetné cytostatik, zafeni) anebo u pacientll s poruchami reparace poskozené DNA (tzv.
syndromy chromozomadlni instability, napf. Fanconiho anémie, ataxia-teleangiectatia,
Nijmegen-breakage syndrom). V téchto ptipadech nezaleZi na pfesném urceni chromozomalni
piestavby, ale na podilu bun¢k s aberacemi ve srovnani se zdravymi, resp. neexponovanymi
jedinci. Vysledkem cytogenetického vySetfeni neni stanovena diagndza, pouze suspekce.

G-pruhovani je nejcastéji pouzivanou metodou vizualizace chromozomut pfi hodnoceni
karyotypu. Spociva v ¢aste¢né degradaci proteinové slozky chromatinu a nidsledném obarveni
Giemsovym roztokem (namisto barveni podle Giemsy-Romanowského se pouZzivaji i podobna
barviva, napt. Wrightova modifikace). Chromozom je pak rozd€len na tmavé a svétlé pricné
pruhy, jejichz stfidani je pro kazdy chromozom charakteristické. Grafickym zndzornénim
chromozomu je tzv. idiogram.

G-pruhy jsou zdkladem tzv. ISCN (Internationale Systematic Chromosome Nomenclature,
posledni tdprava 2005), coZ je mezindrodni norma zavaznd pro popis chromozomadlnich
aberaci.

Ptiklady zépisu:

1) 46,XY je normdlni muzsky karyotyp

2) 46,XY,+21 znamend trizomii 21. chromozomu u muzského pohlavi, klinicky Downtiv
syndrom

3) 46,XX,del(15)(q11q13) znamend intersticidlni deleci ¢asti dlouhych ramen chromozomu
15, mezi pruhy ql1 aql3, klinicky — v zdvislosti na ptivodu deletovaného chromozomu —
divku s Prader-Willi nebo Angelmanovym syndromem.

Dalsi klasické barvici metody jsou pouzivany vzacné (R-pruhovani — reverzni ke G pruhtim,
AgNOR) anebo uz byly nahrazeny moderngjsimi technikami (Q-pruhovani, C-pruhovani).

C-pruhovani je technika uZivand ke zvyraznéni konstitutivniho heterochromatinu, t.j.
chromatinové hmoty geneticky inaktivni proto, Ze neni tvofena funkcnimi geny, ale smési tzv.
satelitnich DNA, sestdvajicich z repetitivnich tiseki DNA. Proto zména jejich rozsahu nema
fenotypovy efekt. Vyskytuji se v centromerach a ptilehlych oblastech a ve zna¢ném rozsahu
na dlouhych ramenech chromozomt 1, 9, 16 a Y. Funkéni DNA geny nejsou obsaZeny ani
v kratkych ramenech akrocenrickych chromozomt skupiny D a G. Ta jsou sloZena krom¢
satelitnich DNA téZ z genii pro ribozomdlni DNA alze je vizualizovat metodou barveni
stiibrem (AgNOR; NOR = nukleoldrni organizator neboli aktivni rRNA geny; proteiny
v jejich okoli vazi stiibro).

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze zdpisy 46,XX,9gh+ (zvétSeny rozsah heterochromatinu
na chromozomu 9) nebo 46,XX,15ps+ (zvétSeni kriatkych ramen chromozomu 15) popisuji
ve skute¢nosti varianty normdlniho zenského karyotypu apodle doporuceni Evropské
cytogenetické asociace ( ECA) je vhodnéjsi pouzivat pouze zépis 46, XX.

37



V genetice se také miZeme setkat s pojmem fakultativni heterochromatin, coz predstavuje
euchromatin doCasné inaktivni. Tento pojem se obvykle spojuje sjednim ze dvou
chromozomti X uzZen (nebo muzi s Klinefelterovym syndromem), piipadné i jiného
chromozomového useku, ktery byl po translokaci (X;autozom) do inaktivni oblasti piemistén.
K inaktivaci chromozomu X, pozorovaného pak v bunkéch jako Barrovo télisko nebo pozdné
se replikujici X, dochdzi v bunikdch zpravidla ndhodné. MuzZeme takto vysvétlit mirné
pfiznaky X-vazanych recesivnich onemocnéni u Zen, eventudlné nékteré nesrovnalosti mezi
genotypem a fenotypem. V pifipadech translokaci (X;autozom) mulZe byt euchromatin
pfemistény z autozomu na X téZ inaktivovan. U nosi¢ek takovychto chromozomalnich
pfestaveb je sice Cast€ji inaktivovan normdélni chromosom X, ale toto pravidlo ma fadu
variant. MiZeme se proto setkat s mirnymi odchylkami fenotypové normy v piipadech
vyvazenych translokaci anaopak mén€ vyraznymi abnormitami fenotypu nosicek
nebalancovanych piestaveb.
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In situ hybridizace, FISH
) Drahuse Novotnd, Daniel Chudoba
Ustav biologie a 1ékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

In situ hybridizace pfedstavuje kombinaci metod cytogenetické a molekuldrni diagnostiky,
proto také je uzivano oznaceni ,,molekularni cytogenetika‘‘. Technika v sob&é zahrnuje
denaturaci dvou DNA, jedné se zndmou sekvenci a druhé vySetfované, avSak bez nutnosti
izolace DNA ze vzorku vysetfované tkané. Hybridizujeme totiz sondu, DNA, jejiz lokalizaci
v genomu zndme, s chromozomy, bunéénymi jadry ¢i tkanovymi fezy ptimo na preparatech.
Aby se sonda na komplementarni cilovou sekvenci vazala piednostn¢, musi byt obsaZena
ve smesi ve vySSi koncentraci neZ DNA vySetfovand. Sonda je znaCena fluorescenénim
barvivem, bud’ pfimo nebo pies systém antigen — protildtka. Druhd metoda je narocnéjsi,
ale umoZnuje opakovani procesu znaceni a tim i zesileni fluorescen¢niho signalu.

K vizualizaci signdld, a tedy hodnoceni vysledki, se vyuziva fluorescencni mikroskop.

Ten se od bézného optického mikroskopu 1isi tim, Ze zdrojem svétla je rtutova vybojka, kterd
emituje zareni v oblasti blizké UV oblasti spektra. Diive neZz zafeni dopadne na preparat,
prochdzi excitacnimi filtry. Fluorescen¢ni barviva obsahuji v molekuldch reaktivni skupiny.
Nasledkem excitacniho zatreni dochdzi k excitaci elektronti. Pii jejich ndvratu do piivodnich
energetickych hladin dojde k emisi zafeni, které pak po usmérnéni bariérovym filtrem
pozorujeme.

V praxi je tfeba vzdy kombinovat konkrétni typy filtrti s pouzitymi fluorochromy. Nejvice
pouzivanymi fluorescenénimi barvivy jsou DAPI (diaminophenyl-indol), ktery slouzi
k podbarveni vysetfovaného materidlu, tj. chromosomil ajader — tzv. counterstaining.
K detekci specifickych lokust jsou nejcastéji pouzivany FITC (fluorescein-isothiokyanét),
ktery pozorujeme jako zeleny signdl, a TRITC (tetramethylrhodamin), pozorovany jako
cerveny signdl. Nasledkem excita¢niho zafeni i vlastni fluorescence proteinll se na preparatu
objevuji i dalsi, rusivé signdly, které je tfeba co nejlépe eliminovat.

Postup ISH (= in situ hybridisation) je nasledujici:

1. ptiprava preparatii — podobné jako pro klasickou cytogenetiku do faze nakapani preparatd,
ty jsou pak dehydratovany vzestupnou alkoholovou fadou

2. nakapani sondy na preparat (v n¢kterych piipadech se ptidava pozdé&ji)

3. denaturace sondy a cilové DNA (n€kdy se provadi oddé€len¢) nckolik minut vysokou
teplotou s piiddnim formamidu; pouziva se bud’ vodni ldzen nebo hybridiza¢ni desticka

4. hybridizace sondy a cilové DNA — k tomu je nutno navodit reasocia¢ni podminky, probiha
v termostatu pti 37°C podle typu sondy od 30 minut po 24 hodin i déle

5. odstranéni nespecifickych signdli — vznikaji proto, Ze se sonda navdZe i na sekvence,

k nimZ neni uplné komplementdrni, eliminace se provddi horkym SSC nebo roztokem

formamidu

obarveni chromozomt a interfdznich jader, tzv. counterstaining

7. hodnoceni signdlu s vyuZitim fluorescenéniho mikroskopu, piipadné specidlniho
pocitacového programu

a

Kazdy typ sondy vyZaduje specifické mirné tpravy zakladniho protokolu. Komeréné
vyrabéné proby jsou dodavany s doporuc¢enym pracovnim navodem.
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Typy sond a jejich vyuziti

a) satelitni ¢ili centromerické sondy, jez lze vyuZit ke zjistén{ ptitomnosti, ev. poctu kopif
urcitych chromozomd, k hodnoceni mozaicismu, i na interfdznich jadrech, bez nutnosti
metafiaznich chromozomu;

b) lokus-specifické sondy - wuZivaji sek vySetfovani mikrodeleci a amplifikaci,
subtelomerickych pfestaveb a nckterych typt translokaci, lze pouZit i na interfdznich
jadrech;

c) celochromozomové (malovaci ¢ili paintingové) sondy - uZivaji se k hodnoceni
chromozomovych piestaveb, je nutno aplikovat na metafdzni chromozomy.

Zapis vysledkii FISH podle ISCN obsahuje specifické zkratky: ish = in situ hybridizace, nuc

ish = hybridizace nabunéfnych jiadrech, wcp = celochromozomova sonda, cen =
centromerickd sonda a déle charakteristiky pouzitych sond, resp. pocet kopii daného lokusu.
Ptiklady:

a) 47,XY,+18 znaci karyotyp chlapce ¢i plodu s Edwardsovym syndromem

b) nuc.ish18cen(D18Z1x3) je podobny vysledek, zjistény interfazni FISH s pouZitim
centromerické sondy pro chromosom 18; lokus D18Z1 je nalezen ve 3 kopiich

c) 47,XY,+18.ish18cen(D18Z1x3) znamend tentyZ karyotyp zjiStény pruhovaci metodou
i FISH

d) 46,XY.ishdel(7)(q11.23q11.23)(ELN-) popisuje jedince muzského pohlavi s Williams-
Beurenovym syndromem. Klasickou cytogenetikou byl nalezen normalni karyotyp
a metodou FISH zjiSténa delece v pruhu 7q11.23 a to na zdkladé absence jednoho signalu
sondy pro oblast ELN obsahujici gen pro elastin.

Podle posledni dpravy mezindrodni nomenklatury z roku 2005 se molekularn€ cytogenetické

zapisy zjednodusuji a popis poc¢tu hodnocenych lokusii se vynechava.

MFISH a SKY jsou metody, které umoZziuji barevné rozliSit vSech 24 druht lidskych
chromozomti zdroven. K hybridizaci je pouZita smés rozdilné znaCenych malovacich sond
a preparaty s kvalitnimi metafazickymi chromozomy. Pfi MFISH (multicolour FISH) jsou
vysledky hybridizace hodnoceny sestavou minimdln¢ Sesti fluorescencnich filtri, obraz
je z mikroskopu snimdn CCD kamerou do pocitace a specidlnim softwarem jsou rozliSeny
barvy ibarevné odstiny, které nejsou pro lidské oko dostate¢né rozdilné. Metoda SKY
(spectral karyotyping) funguje podobn¢, misto sady filtri je pouzita ,,optickd krychle*
obsahujici spektrofotometr.

MBand (multicolour banding) ma podobny princip, alerizné¢ znaCenymi sondami
rozliSujeme nikoliv jednotlivé chromozomy, ale chromozomdlni segmenty.

Pii CGH (comparative genome hybridisation) je na rozdil od klasické FISH hybridizovdna
vySetfovand DNA, izolovand z jakékoli tkdn¢, s metafdznimi chromozomy normalniho
zdravého cloveéka. Kromé ni s tymiZz chromozomy (na podloZznim skle) hybridizuje i DNA
zdravého jedince. Obé DNA jsou znaceny rtiznymi fluorophory a ,,soutézi* o komplementarni
useky chromozomu na podloZznim skle. Podle pfevaZujici intenzity toho ¢i onoho signdlu
zjistujeme deleci ¢i amplifikaci piislusné oblasti genomu. Vzijemny pomér obou
fluorescenc¢nich signdlti hodnoti opét pocitatovy program, ktery soucasné¢ umoZziuje presny
popis rozsahu delece ¢i amplifikace. Metoda je vhodnad k upfesnéni dysbalanci karyotypu
zjiSténych nejprve G nebo R pruhovanim. Jeji nevyhodou je nemoZnost hodnoceni
reciprokych translokaci, stejné jako lokalizace aberaci v karyotypu.

Uvedené metody maji ptibliZzné stejné rozliSeni jako kvalitni pruhovaci techniky

(HRT = high resolution technique, max. 5-10 Mb).
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K hodnoceni submikroskopickych aberaci jsou vyvinuty metody ,,microarray* resp. ,,array
CGH*. V tomto piipad¢ jsou cilovd a normalni DNA hybridizovany nikoliv s chromozomy,
ale s velkym poctem malych tsekli genomu, jez jsou ve form¢ te¢ek navazany na podlozni
sklo, tzv. ¢ip, na némz je kazdy usek presné lokalizovan. Jeden Cip muze obsahovat DNA
celého genomu, jednoho ¢i n€kolika chromozomil nebo jen ¢ast chromozomu. Podle toho
se liSi velikost ,tecek™ aje ddna citlivost vysetieni. Vysledky hybridizace jsou sniméany
specidlnim skenerem a hodnoceny pocitaovym programem.

Piehled vyuziti jednotlivych cytogenetickych metod:

Legenda: +.....

1ze pouZit, ale neprovadi se
++...vhodnd metoda

+++...optimalni metoda

VETSI ANALYZA
METODA | NUMERICKE | KRYPTICKE | STRUKTURNI | INTERFAZNICH | KONKRETNI
ABERACE ABERACE | ABERACE JADER MOZNA | VYUZITI
pruhovani 4+ - ++ ne zakladni cytogenetické
chromozomi vySetieni
centromerické +++ - + ano prenatilni a preimplanta¢ni
sondy nelze samostatné genetika,
analyza markert
lokus + +++ ++ ano mikrodelece,
specifické subtelomerické ptestavby,
sondy onkocytogenetika
malovaci + - +++ ne strukturdlni pfestavby,
sondy onkogenetika
MFISH + - +++ ne strukturalni pfestavby
SKY 1 komplexni,
onkogenetika
MBand - - +++ ne analyza strukturdlnich
prestaveb, delect,
onkogenetika
CGH + +++ +++ ano nebalancované aberace
jen nebalancované onkogenetika
array CGH + +++ +++ ano mikrodelece,
jen nebalancované screening

submikroskopickych aberact,
onkogenetika

Vysledky cytogenetického vySetieni zaviseji na technickych moznostech pracoviste, erudici
laboratornich pracovnikii a také na presné indikaci vySetfeni, zaloZené na pozorovani a praxi
klinického genetika a spolupracujicich 1€kaiti vSech obor.
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Nadorova cytogenetika
; Drahuse Novotnd, Daniel Chudoba
Ustav biologie a 1ékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Nadorova cytogenetika se zabyva studiem ziskanych chromozomovych zmén v somatickych
bunikdch nddorovych nebo potencidlné nddorovych tkani.

Po objeveni tzv. filadefského (Ph) chromozomu, ktery je nalézan v kostni dfeni aZ u 95%
nemocnych s chronickou myeloidni leukémii, se ptfedpokladalo, Ze bude nalezena abnormalita
charakteristickd pro kazdy typ neoplasie. To se sice nakonec nepotvrdilo, ale pfesto jsou
znamy zmény karyotypu, které se Castéji vyskytuji unemocnych s ur€itymi malignitami,
pfipadné i abnormality, které jsou u t€hoZ onemocnéni asociovany s vice ¢i méné malignim
pribéhem onemocnéni. Tak plni onkocytogenetické vySetfeni tlohu metody diagnostické
1 prognostické. Tento systém je lépe prozkouman u hematologickych malignit, vzhledem
k obtiZnosti ziskdni a kultivace solidnich nddort.

Karcinogenni latky, eventudln¢ vnitini predispozi¢ni faktory zptsobuji poskozeni
chromozomt s néasledky dvojtho druhu — bud’ aktivaci protonkogenu (to mohou zpusobit
chromozomadlni translokace, inzerce, inverze, amplifikace, bodové mutace) anebo naopak
inaktivaci tumor-supresorového genu (vliv deleci, translokaci, inverzi, inzerci, bodovych
mutaci) na obou homolognich chromozomech.

Ve druhém ptipadé, kdy se tumor-supresorové geny chovaji recesivné (tj. fenotypové
se projevi pfi posSkozeni obou homolognich alel), miZzeme nachizet na jednom homologu
1 konstituéni, vrozené aberace. PoSkozeni druhého parového chromozomu v buitkdch
prislusné tkan¢ vede potom ke ztrat¢ kontroly bunécného déleni a vzniku nddoru. Napf.
vrozena delece oblasti 11p13 vytvéii predispozici k vyvoji Wilmsova tumoru, delece 13p14
zase ke vzniku retinoblastomu.

Chromozomadlni zmény, ke kterym dochazi ndsledkem zlomt a znovuspojeni nespravnych
¢asti chromozomt (translokace, inzerce, inverze), se projevuji dvojim zpusobem — bud’
se zlom objevi uvniti genu na kazdém ze zuicastnénych chromozomt a vytvoii se novy
fuzovany gen kodujici chimericky protein anebo se geny s aktivacni schopnosti dostanou
do blizkosti protoonkogenu a tim jej aktivuji.

Z prvni skupiny translokaci, typickych pro myeloidni leukémie, je nejznamé;si

t (9;22)(q34:;q11), pfi niz vznika Ph chromozom, nesouci fiizni gen BCR/ABL. Tato zména
se vyskytuje u 95 % nemocnych s CML a 25-30 % dospélych nemocnych s akutni myeloidni
leukémii.

Aktivace protoonkogent je disledkem translokaci, které jsou nachdzeny u lymfatickych
leukémii T- a B-typu, napft. t(8;14)(q24;q32).

V nadorovych tkédnich se ovSem kromé zdkladnich aberaci vyskytuje zdroven iftada vice
¢i mén¢ specifickych prestaveb i fada klontl s riznymi aberacemi. Ty jsou ¢asto velmi sloZité
a pfi podobnosti chromozovych segmenti za pouziti G-pruhovani nelze karyotyp spravné
popsat. Tato situace se ov§em s nastupem FISH radikaln¢ zménila.
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Cytogeneticka preimplantacni diagnostika
) Drahuse Novotnd, Daniel Chudoba
Ustav biologie a 1ékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Preimplantacni diagnostika je testovani pohlavnich bunék aembryi cytogenetickymi
a molekularné genetickymi technikami.

Pii cytogenetickém preimplantacnim vySetfeni s vyuzitim interfizni FISH se snaZime
vyloucit z procesu oplozeni embrya nesouci numerickou ¢i nebalancovanou strukturdlni
prestavbu. Pary s vysokym rizikem mohou timto zpisobem piedejit opakovanym spontdnnim
aborttiim nebo UPT po prenatdlni diagnostice.

FISH provdadime na jedné buiice, coZz vyzaduje specificky pracovni protokol. Z obvykle
osmibunéného embrya je specidlni mikropipetou odebrdana jedna blastomera, jeji ztratu
v dal$im vyvoji organismu nahradi ostatni embryonalni burky.

V nékterych zemich je zdsah doembrya vyloucen zdkonem, proto sejako alternativa
vyuZzivaji polarni téliska — bunky, které se vydéluji pti dozravani vajicka. Pii 1. meiotickém
dé€leni vznika 1. polarni télisko, které je diploidni, pfi 2. meiotickém d¢leni druhé, haploidni
polarni télisko. Abnormalita zjiSténa na polarnim télisku je zrcadlovym obrazem abnormality
oocytu — napi. nulizomie v 2. polarnim télisku znamena dizomii chromozomu ve vajicku.
Pfi studiu polérnich télisek je ov§em z vySetieni vyloucen otcovsky faktor.

Screeningové sety obsahuji sondy pro nejcastéjsi trizomie nalézané in vivo a ve spontannich
abortech, tj. pro chromozomy 13, 15, 16, 18, 21, 22, X aY, obarvené rtiznobarevnymi
fluorophory. Aplikuji se obvykle ve dvou skupindch na kaZzdou vySetfovanou blastomeru,
mezi dvéma hybridizacemi je prvni varka sond odmyta a druhd aplikovana na téZe bunky.

Pti selekci embryi u nosi¢i balancovanych robertsonskych translokaci jsou pouzity obvykle
sondy pro dlouhd ramena kazdého zucastnéného akrocentru. Na blastomeie s normalnim
¢i vyvaZzenym karyotypem pozorujeme dva signdly pro kazdy chromozom. Pfi vySetfovani
embryi u nosi¢li reciprokych translokaci pouzivame sondy pro kratka i dlouhd ramena a také
pro centromery chromozomi zavzatych do translokace. V testované butice je tfeba najit
spravnou barevnou kombinaci vSech pouzitych sond, aby mohlo byt embryo povazovéano
za zdravé.

I kdyz jsou tyto metody velkym piinosem pro pary s poruchami reprodukce, je tieba mit
na paméti, Ze jsou vySetfovany jen nckteré chromozomy ane cely karyotyp — zde nadile
zustava klasickd prenatdlni diagnostika. Také jsou napoli odborném i laickém stile
uvazovany moznosti poSkozeni embrya pfi mechanickém zasahu do jeho vyvoje.
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Laboratoi pro tkanové kultury
; Daniel Chudoba, Drahuse Novotnd
Ustav biologie a 1ékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

Kultivace bunék v tkdnovych kulturdch je nezbytnym ptfedpokladem tuspéSného
cytogenetického vySetfeni, pouze kultivaci ziskdme dostate¢né mnoZstvi bunék pro zastaveni
bunécéného déleni v metafazi. Dlouhodobé kultivace buné€k jsou téZ nezbytné pro biochemicka
vySetfeni, molekuldrné¢ genetickd vysSetfeni, vySetteni HLA z koZnich fibroblasti
a kryoprezervaci. Kultivaci ziskame stovky tisic aZ miliény bunék.

Na Oddéleni 1ékatské cytogenetiky Ustavu biologie a Iékaiské genetiky FN Motol a 2. LF UK
Praha kultivujeme bunky pro vSechny tyto tcely. Kultivace a kryoprezervace bunck
ma na pracovisti velkou tradici. ZajiSténi kvalitnich podminek umoziiuje dlouhodobé
dosahovat vysoké kultivacni dspéSnosti, atim i zajiStovat dostatek bunéného materidlu
pro nasledna vysSetfeni v rdmci prenatélni, tak i postnatdlni diagnostiky.

V kryobance jsou uloZeny materidly po tfi desetileti. Zpétnou kontrolou jsme ovéfili,
Ze buiiky jsou schopny po rozmrazeni uspé$né zaloZit tkanovou kulturu po 25 letech ulozeni
v bance v prosttredi kapalného dusiku.

Laboratoi* pro tkainové kultury, vybaveni a material

Kultivace provadime za ptisné sterilnich podminek v boxe pro tkanové kultury.

V téchto prostorach je zaveden piisny hygienicky rezim s omezenim vstupu osob.

Uklid je provadén podle rozpisu desinfekénich prostiedki, které jsou pravidelnd obmétiovény.
Prostory jsou pravidelné vyzafovany stropnimi UV lampami, které jsou spinacimi hodinami
zapindny mimo pracovni dobu. Veskeré nastroje a pomucky jsou ihned po pouZiti namaceny
do desinfek¢nich roztok a pozdéji likvidovany dle zavedenych postupli pro zachdzeni
s rizikovymi odpady. Sterilni prace je provddéna v biohazardech s vertikdlnim proudénim
vzduchu, ktery je filtrovdn ve vestavénych filtrech. Vnitini prostory biohazardd jsou pied,
mezi a po ukonceni sterilni prace vyzafovany UV lampami.

Mezi nezbytné vybaveni boxu pro tkanové kultury patii CO, inkubatory, centrifuga,
inverzni mikroskop, pipetovaci =zafizeni, lednice a mrazdky pro uskladnéni vzorkd,
kultiva¢nich médii, sér a dalSich pomocnych roztoki pro praci s tkanovymi kulturami.

Vétsina kultivaci, jak kratkodobych, tak dlouhodobych, je provddéna v plastovych
kultiva¢nich nddobach pro jedno pouziti, témé&f uplné€ jsme nahradili difve pouzivané sklenéné
kultivacni nddobky. Sklo z¢asti pouzivame jesté u pipet, odmérnych valct a plazmovek, které
jsou myty v mycce tkdnového skla v dstavni umyvarné. V téchto prostorach je téZ umisténo
n¢kolikastupnové zatizeni pro piipravu vody pro tkdnové kultury, kterd je vyuZivana v mycce
pro zavérecné oplachy a pro pfipravy roztokii v laboratofich. V ndslednych prostorach je
pak umyté sklo, zatky anéstroje sterilizovdno autoklavovanim nebo horkovzdusnou
sterilizaci.

Pro kultivace pouzivame vétSinou komeréné doddvand kultiva¢éni média.

Pti kratkodobych kultivacich vendézni a pupecnikové krve pouzivime médium RPMI 1640
obohacené stabilni formou glutaminu. Do média pfidivame fetdlni teleci sérum,
phytohemaglutinin (forma M) a gentamycin.

Pro dlouhodobé tkanové kultury pouzivime médium GPM3E, které je zaloZzeno na bazi
média 199, které je obohaceno rustovymi proteiny teleciho séra. Toto obohaceni nam

umoziuje pracovat s niZ§imi koncentracemi fetdlniho telectho séra (10 %, 7,5 %, 5 %, 2,5 %,
0%). Priddvame gentamycin. V soucasné dob¢ je pouZivdno zejména jako odberové,
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preparacni a transportni médium. Je velmi vhodné pro zdvérecnou kultivaci jiz rozbéhlych
tkatiovych kultur fibroblastt pted jejich kone€nym zpracovanim.

Kultivacni médium AmnioMax je dvouslozkové (C100 Basal Medium a C100 Supplement
s glutaminem) specidlni médium, urc¢ené pro dlouhodobou kultivaci choriovych klka a bunék
plodové vody, popfipadé miiZze slouzit jako médium pro zaklddani primokultur vSech
kultivacnich skupin. Pfed pouzitim je tfeba zmraZenou slozku opatrné rozmrazit a potom
steriln¢ piidat ke sloZce tekuté. Do takto pfipraveného média ptiddvame gentamicin, fetdlni
teleci sérum se neptidava.

Kultivacni médium MAC se pouziva pro kultivace bun¢k plodové vody a choriovych klki.
Toto médium vyZaduje pii kompletaci pro pouziti ptidavek 20 az 25 % fetélniho teleciho séra
a antibiotik.

Kultivaéni médium MEM pouzivdme pii kultivaci koZnich fibroblasti jako alternativu
k médiu GPM3E. Pti kompletaci média k pouziti piidivime 10 % fetdlniho telecitho séra
a antibiotika. Fetalni teleci sérum se pfidava do kultivacnich médii pro jejich vylepseni,
jednd se o tzv. nedefinovanou slozku, kterd pomahd zejména pfti zakladani tkanovych kultur
a napomaha k uchyceni bun¢k ke kultivacni ploSe.

Pro dal$i praci s tkdiovymi kulturami pouZivdme roztok Versen trypsinu pro uvoliovani
bun¢k z kultivaéni plochy do bunécné suspenze. Pii tomto procesu dochdzi k zakulaceni
bunék, atudiZ k jejich snadnému sklepnuti z kultivacni plochy. Tohoto efektu se vyuziva
vzdy, kdyz potiebujeme buiiky uvolnit, nebot’ pro dals$i postupy je nutnd piiprava bunécné
suspenze. Je to pfi pasdzovani, piipravé pro molekuldrné genetické a biochemické vysetient,
pii pfipravé  preparati  pro cytogenetické  a molekuldarn€é  cytogenetické  vySetfeni
a pti kryoprezervaci.

Pro blokddu bunécného déleni se vyuziva ptusobeni Colcemidu, ktery do tkanovych kultur
priddvame na poslednich 1,5 az 3,5 hodiny kultivace. Pfi zkrdceni doby pusobeni Colcemidu
se zvysi kvalita chromozémii, ale snizi pocet zachycenych délicich se bun€k, pfi prodlouzeni
délky plisobeni se zvysi pocet délicich se bunék, ale zhorsi se kvalita chromozému. ZvySenou
spiralizaci dochdzi ke zna¢nému zkriaceni délky chromozéml, atim i ke sniZené
hodnotitelnosti tohoto materidlu. Délku lze prodlouzit na 18 az 24 hodin u velmi Spatné
rostoucich tkanovych kultur, kdy pfi normélni délce ptisobeni Colcemidu bude zachytnost
délicich se bun¢k velmi nizka.

Phytohemaglutinin ptfiddvime do kultivacniho média RPMI 1640 pro stimulaci déleni
lymfocytii pii kultivaci plné venézni krve. Bez pfidani phytohemaglutininu nedojde k déleni
bun¢k a kultivace by byla netspesna.

PBS a fyziologicky roztok slouzi pro resuspendovani bunék po uvolnéni z kultivaéni plochy
lahvicky, takto pfipravené bunééné suspenze preddvame pro molekuldrné genetickd
a biochemickd vysetieni.

Zmrazovaci médium Cell Culture Freezing Medium DMSO slouZi pro pfipravu konecné
bunécné suspenze pro kryoprezervaci bunék.

Kapalny dusik svou teplotou -196°C zpomaluje biochemické pochody v bunkéich
na minimum, atim umoznuje jejich dlouhodobé uloZeni bez ztraty schopnosti zaloZit
tkanovou kulturu po jejich rozmrazeni. NejstarSi materidly v nasi bance jsou uloZeny jiz 30
let.
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Tkanové kultury
; Daniel Chudoba, Drahuse Novotnd
Ustav biologie a 1ékafské genetiky FN Motol a 2. LF UK Praha

vV,

Tkanové kultury délime na dlouhodobé a kratkodobé.

Kratkodobé tkanové kultury kultivujeme fadové ve dnech. Jednd se o suspenzni kultury,
kdy nedochdzi k uchyceni bun€k na kultivac¢ni plochu kultiva¢ni nddobky. Béhem kratkodobé
kultivace neprovddime kompletni vymény média ani pasaZe, kultura vystaci s kultivaCnim
médiem do kterého byla zaloZena. Kultivujeme pti 37°C v inkubdtoru s upravenou atmosférou
nas % CO,.

Kratkodob¢ kultivujeme zejména venézni krev pro stanoveni karyotypu (72 hodin)
a pro stanoveni ziskanych chromozomadlnich aberaci (ZCA) (48 hodin). Obdobnym zpiisobem
kultivujeme pupecnikovou krev ziskanou kordocentézou v ramci prenatdlni diagnostiky (48
nebo 72 hodin).

Kratkodob¢ lze téZz kultivovat choriové KkIky prochromozomadlni vysetieni (24 hodin),
ale toto vySetfeni se v souCasné dobé& na naSem oddé€leni neprovadi.

Dlouhodobé tkanové kultury kultivujeme fadové v tydnech az mésicich. Do této kultivacni
skupiny fadime dlouhodobé kultivace bunék plodové vody (2 az 4 tydny, vyjimecné i déle),
choriovych klku (2 az 4 tydny, vyjimecné i déle), materidli z potrati (2 az 8 tydnd,
vyjimeéné i déle), koznich a svalovych biopsii, nadora a biopsii jinych organua (3 az 9
tydnit). Jedna se tkanové kultury, kde bunky kultivujeme ptisedlé na kultivacni plose.

Pti préci s dlouhodobymi tkdfnovymi kulturami provadime kompletni vymény kultiva¢niho
média, pasdzovani a zpracovani prisedlych bun¢k do bunécné suspenze.

Dlouhodobé kultivace jsou v zdkladé dvojiho typu. Délime je podle zplisobu zakladani
primarni tkanové kultury.

Prvnim typem je kultivace bunék plodové vody, kdy odbérem (amniocentézou) ziskdme
suspenzi bun¢k v plodové vodé. Obvykle se odebird 20 ml plodové vody nejcastéji mezi 17.
az 19. tydnem gravidity, kterd je do laboratofe doddvana ve dvou zkumavkéach. Plodové voda
je za normdlnich podminek nazloutld tekutina lehce zakalend bunénym obsahem, nemélo by
dochédzet ke kontaminaci krvi, erytrocyty velmi ztézuji kultivaci tim, Ze obsadi kultivacni
plochu a je komplikovdno uchyceni a nédsledny rozvoj bunék plodové vody. K ¢astecnému
nebo uplnému odstranéni kontaminace krvi dochdzi pfi prvnich kompletnich vyméndch
kultiva¢niho média.

Zkumavky dame centrifugovat k oddéleni bunééného sedimentu a supernatantu, ktery neni
ke kultivaci vhodny.

V nékterych piipadech je pozadavek na provedeni vySetfeni z nativu plodové vody. Byva
to vétSinou pro vysetieni pfi riziku cystické fibrézy a nebo pro metodu QFPCR pfi vysokém
tydnu gravidity ¢i pii vysokém riziku postizeni plodu vrozenou chromozomdlni vadou.
V téchto piipadech odebirdme pied centrifugaci 1 az 2 ml plodové vody a pieddvame
k prisluSnému vysetfeni.

Po provedeni centrifugace pii 1000 ot./min. odebereme supernatant. Cést poslouZi
k biochemickému, popi. virologickému vySetieni, C¢4dst uchovdvame zamrazeno v bance
pro piipadné doplnujici vysetieni.

Bunécény sediment je resuspendovdn v kultivanim médiu a po preneseni suspenze
do kultivacni lahvicky je zalozena tkanova kultura. Z kazdé zkumavky je jedna kultura a tyto
kultury jsou oddé€lené kultivovany po celou dobu probihajiciho vySetieni.
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Lahvicky jsou umistény do inkubdtoru, prvnich nékolik hodin s povolenou zatkou
pro upraveni pH kultivaéniho média, coZ je pro uspé€Snou kultivaci bunék plodové vody
v pocatecni fazi velmi dulezité.

Tkénovou kulturu ponechdvdme bez manipulace v inkubdtoru 5 az 7 dni. Po této dobé
provadime prvni kontrolu ristu pomoci inverzniho mikroskopu, mélo by dochazet k tvorb¢
prvnich kolonii. Ziroven provadime prvni kompletni vyménu kultivacnitho média. Timto
krokem odstranime staré médium s neuchycenymi buiikami, drti z rozpadlych odumielych
bunék, popiipad¢ erytrocyty. Je zdroven znovu upraveno pH a doplnény Ziviny pro zdarny
rust tkanové kultury.

V dalsi fazi jiz kontrolujeme tkanové kultury kazdy den, provadime v pfipad€ nutnosti dalsi
kompletni vyménu média. V rozmezi 8 az 12 dne vybirdme vhodné kultury pro prvni
kolcemidovou blokddu pro prvni cytogenetické vySetieni. Druha paralelni kultura je potom
pasdzovana vétSinou kolem 12. dne kultivace. Timto ikonem ziskdme dalsi tkdniovou kulturu
pro opakované cytogenetické vySetfeni a jednu rezervni lahvicku. Kolcemidovou blokddu
provadime vétSinou jiz druhy den po pasdzi, kdy jejeSt€ mozno uvazovat o urcité
synchronizaci bunécného cyklu. V dal§im pokracovéni jiz o synchronizaci nelze uvaZovat,
nebot’ tkanova kultura bunék plodové vody je smési riznych typti bunék ve skdle zacinajici
fibroblasty a konce epitelidlnimi buikami s dalSimi ptechodnymi typy.

Druhd lahvicka vznikld pasdzi jebud rezervou pro piipadné dalsi pokracovani
cytogenetického vySetfeni nebo pro vySetfeni mutaci CFTR genu piinizkém GGT
z biochemického vySetieni supernatantu plodové vody a norméalnim chromozoméalnim nélezu.
Pokud se nepovede vystihnout spravny okamzik pro kolcemidovou blokddu ve stadiu
primokultury, pfistupujeme k pasdZovani obou paralelnich lahvicek a kolcemidovou blokadu
provddime aZ po pasdzovani. K pasdZovani obou kultur pfistupujeme téz v piipadech, kdy
je indikovdano biochemické nebo molekuldrné genetické a molekuldrné cytogenetické
vySetteni kultivovanych bunék plodové vody. Opakovanym pasdZovanim je moZno namnoZit
dostatené mnoZstvi bunék protato vySetfeni. Podobné jetieba pomnozit buiky
pro kryoprezervaci.

Druhym typem je kultivace fragmentovou metodou, kterou pouZivame pro kultivaci
materidlti ziskanych biopsii. Jsou to zejména choriové klky, klize, sval, obdobnym zplisobem
kultivujeme v nasi laboratofi napt. nadorovou tkan.

Odbér se provadi do lahvicky s kultivaénim médiem GPM3E a materidl by mél byt
neprodlené transportovdn do nasi laboratotfe. Pokud okamzity transport neni mozny, je tfeba
materidl uchovévat v chladu p#i 4°C, nesmi byt zmraZen, nebot by doslo k nevratnému
poskozeni bunék a kultivace by byla netispésna.

Po obdrzeni materidlu pfikro¢ime k jeho preparaci v Petriho misce v kultivatnim médiu
GPM3E. Odstranime krevni srazeniny, tukové piimési a u choriovych klki provedeme
separaci matefské tkan€. Opakovanou vyménou preparacniho média odstranime vétSinu
uvolnénych erytrocyti. U choriovych klki je pro sprdvnou ndslednou diagnostiku velmi
pecliva separace matetské tkdné. Preparaci provddime pomoci prepara¢niho mikroskopu.

Po této piipravné fazi nasleduje fragmentace tkdné na malé fragmenty pomoci skalpelu, ntizek
a pinzety. Je dulezité provadét Cisté fezy pro snazsi uchyceni fragmentl tkdné ke kultivaéni
plose lahvicky. Takto fragmentovany materidl je pfenesen do kultivacni lahvicky pomoci
pipety nebo pasteurky v malém mnozstvi kultivatniho média AmnioMax. Doporucuji 1,5 ml
média na lahvi¢ku s kultivaéni plochou 25 cm’ a zaloZit nejméné dvé paralelni kultury.
Pro zahdjeni kultivace upravime pH kultivaéniho média povolenim zatky na n¢kolik hodin,
Je vhodné s takto zaloZenou tkanovou kulturou neprovadét Zadné manipulace a ponechat
ji v inkubdtoru pti 37° C a 5 % CO, dva aZ tfi dny.
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Nésledné provedeme prvni kontrolu v inverznim mikroskopu, provedeme kontrolu rtstu, pH
kultivaénitho média a celkového stavu tkdnové kultury. VétSinou po této dobé dochazi
ke sporadickému prvnimu vycestovani buncék ak jejich uchyceni na kultivaéni plochu
v bezprostiedni blizkosti fragmentu. V této fazi kultivace fragmenty drZi ke kultivacni ploSe
lahvicky je slabé a manipulace musi byt velmi Setrnd. VéEtSinou neni tfeba Zadnych zédsahi
do tkanové kultury. Nésledné vyhodnocujeme kultivaci kazdodenné. Dochézi-li jiz ke tvorbé
kolonii z vycestovanych bun¢k, je tfeba ptikrocit k pfidani Cerstvého média v mnozstvi 1-2
ml. Pfi dal$im dsp€$ném ristu a tim i k pevnéjSimu ukotveni fragmentl ke kultivacni plose
piikrocime k opatrné kompletni vyméné kultivaéniho média. Ve vhodném okamziku
provedeme pasdz, kterd umozni tkanové kultufe dalsi rast. V zahusténych koloniich dochazi
k déleni bun€k pouze na periférii, nebot’ efekt kontaktni inhibice zastavi rist, zdravé normalni
builky za normélnich podminek kultivace vytvéreji na kultivacni ploSe lahvicky pouze
jednovrstvu. V takto piehusténych stfedech kolonii snadno dochdzi k degeneraci a odumirani
bunck. OdliSné se chovaji nadorové bunky, které maji ztratu kontaktni inhibice a vytvareji
v kultufe trojrozmérné tutvary.

Dalsi prace s kulturami fragmentového typu je shodna jako u dlouhodobych kultivaci bunék
plodové vody.

Doplnéni kultivaéniho média bez jeho kompletni vymény pouzivame pii dlouhodobé
kultivaci fragmentovou metodou v pocatcich kultivace a slouzi k doplnéni Zivin a ¢4stecné
uprave pH kultivacniho prostredi.

Kompletni vyména kultivaéniho média je nanaSem pracovisti provadéna pouze
u dlouhodobych kultivaci. V principu se jedné o jeden ze zdkladnich tkont prace s tkanovymi
kulturami, slouZi k doddni novych Zivin, dpravé pH a v druhé fadé k odstranéni produktt
metabolismu a odumirdni bunck. Kompletni vyména média je provadéna slitim ptvodniho
média nebo jeho odsitim pipetou, nasleduje ihned doplnéni nového média.

Pasaz je na naSem pracovisti pouzivana u dlouhodobych kultivaci. Pii vytvoreni jednovrstvy
s tésnym kontaktem bunék dochdzi unormdlnich buncék ke kontaktni inhibici a tim
k zastaveni rastu tkanové kultury. Probihd naddle metabolismus, sniZuje se pH kultiva¢niho
média okyselenim produkty metabolismu a dochédzi k postupné degeneraci tkdnové kultury.
V prvni fazi posta¢i pro udrzeni kultury kompletni vyména média, ale v dalSi fazi musime
kromé& upravy pH, vyfedéni produktii metabolismu a doplnéni Zivin dat buiikdm novy prostor
pro déleni. VyuZzivame pievedeni bun¢k z pfisedlého stavu do suspenze. Po resuspendovani
bun€k v Cerstvém kultivatnim médiu rozd€lime bunéénou suspenzi, C4st ponechdme
v ptivodni lahvicce, cast pfeneseme donové kultivacni nddobky. Doplnime médium
do obvyklého objemu a v inkubatoru nechdme v klidu buiiky sedimentovat na kultivacni
plochu. Po nékolika hodindch dojde k opétovnému uchyceni bun€k ke kultivaéni plose
a rozprostieni z kulatého stavu do obvyklého tvaru bunky pfislusného typu.
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Transport tkanovych kultur
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Dlouhodobé tkanové kultury je mozno transportovat najind pracovis$té k provedeni
indikovanych vysSetfeni.

Pri kratSich vzdalenostech zasilame lahvicky s kulturami naleZato s normalnim mnoZstvim
kultivacniho média. Pfi tomto zplsobu transportu je tfeba zajistit, aby lahvicky nebyly
dlouhodobé naklonény a €asti kultivacni plochy nebyly bez média. Pro transport v tomto
piipadé€ pouzivame kultivacni médium, v kterém byla kultivace po celou dobu provadéna.

P11 transportu pouzivame termoizolacni kabely, které ndm zaruci, Ze tkdnova kultura nebude
poskozena nebo zniCena vykyvy teplot, buiiky nesmi byt vystaveny mrazu ani vysokym
teplotam, nejvhodné;si pro transport je pokojova teplota.

Pii dlouhych transportech zejména pro zahrani¢ni vySetfeni jiZ musime pocitat s tim,
Ze se muze lahvicka dlouhodobé dostat do polohy, kterd nezaruCuje dostatecné pokryti
kultiva¢ni plochy médiem. Takovéto transporty zajiStujeme zasilanim lahvi¢ek nastojato
atdplnym vyplnénim objemu kultiva¢ni lahvicky kultivaénim médiem. Pro dlouhodoby
transport vyuzivdme zejména médium GPM3E.

Ostatni podminky musi byt zachovéany i v tomto piipad¢€, nebot’ by dochédzelo k nevratnym
poskozenim bunék v transportované tkdnové kulture.

Transport je téZ mozny ve formé bunééné suspenze v PBS nebo fyziologickém roztoku.

Buiiky uvolnime z kultiva¢ni plochy pomoci versen trypsinu, resuspendujeme a provedeme
centrifugaci. Bunécny sediment znovu resuspendujeme v malém mnoZstvi PBS nebo
fyziologického roztoku atuto suspenzi pireddvame k provedeni dalSich diagnostickych
postuptl. Tento zpilisob predavani vyuzivime zejména pro molekuldrné genetickd vySetteni.
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Kryoprezervace tkanovych kultur
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Kryoprezervace bunécnych linii je postup vedouci k dlouhodobému uloZeni bunék
v dloZnych kontejnerech s kapalnym dusikem. Takto zpracované auloZzené bunky
z tkdnovych kultur je mozno zpétn€ rozmrazit a pouZit pro tkanové kultury, namnoZené bunky
je pak mozno pouzit ke vS§em diagnostickym metoddm, jsou zachovany vesSkeré vlastnosti
bunék plivodni tkaiiové kultury.

V ptipravné fazi prevedeme kultivované bunky z pfisedlého stavu do suspenze. Po nasledné
centrifugaci bunécny sediment resuspendujeme ve zmrazovacim médiu arozplnime
do specielnich ampuli urcenych pro ulozeni do kapalného dusiku. JelikoZ zmrazovaci médium
obsahuje DMSO, ktery je pti pokojové teploté pro buniky toxicky, je tfeba ampule se vzorky
nadéle uchovavat v prostiedi tajiciho ledu do zahdjeni samotného zmrazovaciho procesu.

Ten probihd v pocitacové fizeném zafizeni, které umoZni presné¢ dodrZet plynulost
a charakteristiky pro jednotlivé skupiny zamrazovanych material.

Po ukonceni programu jsou zamrazené ampule umistény v kontejnerech s kapalnym dusikem
k dlouhodobému uskladnéni.

O uloZeni je vedena peclivd pocitacova dokumentace, kterd umoZnuje bezproblémové
zpétné vyhleddni materidld v dloZnych kontejnerech s kapalnym dusikem. Je to velmi
dualezité, ponévadz se Casto jednd o materidly uloZené mnoho let.

Pii zakladani tkanové Kultury z materidli uloZenych v bance provadime rychlé
rozmrazeni v ldzni 37° C, porozmrazeni ihned pfidime k 1 ml bun&né suspenze 9 ml
Cerstvého kultivacniho média AmnioMax, opatrné resuspendujeme, abychom neposkodili
kiehké buiky aihned vlozime do inkubétoru za normélnich kultiva¢nich podminek. Timto
procesem dostatecné nafedime DMSO, centrifugace v tomto stavu neni vhodnd, dochdzi
k vétSim ztrdtdm na bunééném materialu. Pro upravu pH povolime na nékolik hodin zétky
kultivaénich lahvicek.

K uchyceni bunék dochdzi béhem néckolika nasledujicich hodin, do 24 hodin provedeme prvni
kompletni vymeénu kultivaéniho média, tim odstranime zbytky DMSO a mrtvych
neuchycenych bunék.

Dalsi kultivace probihd podle béZnych kultivacnich pravidel pro zachdzeni s dlouhodobymi
tkanovymi kulturami.
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