Ustav biologie obratlovcii AV CR

Mendelova univerzita v Brné

Certifikovana metodika

METODIKA R16/2017

Priprava a uchovani vzorku ryb pro pratokovou cytometrii

Ing. Karel Hala¢ka, CSc.
Ing. Lukas Vetesnik, Ph.D.
prof. Dr. Ing. Jan Mare$

Brno

2018



Metodika vznikla za finanéni podpory projektu TACR TG03010048 Komercializace
vysledkl zoologického vyzkumu - aplikace vyuzitelné v praktické ochrané pfirody,
dil¢iho projektu 100106 Pfiprava a uchovani vzorkd pro pratokovou cytometrii a
Komplexni udrzitelné systémy v zemédélstvi 2012-2018 ,KUS" QJ1510077 ZvySeni a
zefektivnéni produkce lososovitych ryb v CR s vyuzitim jejich genetické identifikace.
Uvedené projekty pfispély k rozvoji vyzkumnych organizaci UBO AV CR v.v.i. a
Mendelovy univerzity v Brné.

Podil projektti: TACR TG03010048 - 90 %; KUS* QJ1510077 - 10 %

Oponenti:

Oponent z praxe:

prof. Ing. Martin FlajShans, Dr.rer.agr.,

Jihogeska univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Fakulta rybafstvi a ochrany vod
Zatisi 728/11, 389 25 Vodnany

Oponent za statni spravu:

Ing. Petr Chalupa

Ministerstvo zemédélstvi, Odbor statni spravy lesl, myslivosti a rybarstvi
Oddéleni rybafstvi a vCelafstvi

Tésnov 65/17, 110 00 Praha 1

Osvédc&eni o uznani certifikované metodiky 53020/2018 — MZE — 16232 Nmet —
Certifilkovana metodika ze dne 13.9.2018

Vydalo: Ministerstvo zemédélstvi, Odbor statni spravy lesut, myslivosti a rybarstvi,
Tésnov 65/17, 110 00 Praha 1

Podil autoru:
Ing. Karel Hala¢ka, CSc, 80 %; Ing. Lukas Vetesnik, Ph.D., 10 %; prof. Dr. Ing. Jan
Mare$ 10%

Adresa autort:
Ustav biologie obratlovcti Akademie véd CR v.v.i., Kvétna 8, Brno 603 65

Mendelova univerzita v Brn&, Agronomicka fakulta, Ustav zoologie, rybarstvi,
hydrobiologie a v€elarstvi, Oddéleni rybarstvi a hydrobiologie, Zemédélska 1, 613 00
Brno

Mendelova univerzita v Brné
ISBN 978-80-7509-582-4



Obsah

1. Cil metodiky
2. Vlastni popis metodiky
2.1. Polyploidie
2.2. Pratokova cytometrie
2.2.1 Méfeni a pfiprava vzorkul
2.2.2. Kvalita vzorku
2.3. Vzorky pro analyzu v prutokové cytometrii
2.3.1. Odbér vzorkl
2.3.1.1. Heparin
2.3.1.2. Odbér a analyza krve
2.4. Tkan
2.4 1. Méfeni Cerstvého materialu
2.4.1.1. Krev
2.4.1.2. Ploutev
2.4.1.3. Svalova tkan
2.4.2. Méfeni vzorkd jednotlivych tkani
2.5. Fixace
2.5.1. Druhy fixace
2.5.1.1. Alkohol
2.5.1.2. Formaldehyd
2.5.1.3. Zmrazeni
2.5.2. Fixace a mérfeni fixovanych vzorku
2.6. Metodicka doporuceni
3. Novost metodiky
4. Popis uplatnéni certifikované metodiky
5. Ekonomické aspekty
6. Podékovani
7. Seznam pouzité souvisejici literatury
8. Seznam publikaci pfedchazejici metodice

N N ~N~NNOO O DM DS

WWNNNNNRPRRPRRERPRRRRRRRR
OO W WWWNNOODOOOUNUTRRPRERRR



1. Cil metodiky

Prutokova cytometrie umozrujici rychlé méfeni obsahu DNA bunék nasla Siroké
vyuziti v ichtyologii i rybarské praxi. Cilem metodiky je pfispét k optimalizaci prace na
prutokovém cytometru a to pomoci pfi vybéru, odbéru a moznosti fixace analyzovana
tkané a interpretace ziskanych dat. Cilovou skupinou dané metodiky jsou zejména
osoby z rybarské praxe a ichtyologové zabyvajici se problematikou populaéni struktury
ryb ve volnych vodach, s ¢imZ souvisi i napfiklad omezena moznost fixaCnich
prostfedkd a technik, pfipadné snaha analyz materialu plivodné neuchovaného pro
ucely stanoveni ploidie (doCasné pracovni €i archivni preparaty, muzejni material,
atd.). PFfi vybéru druhi k ovéfeni byly preferovany predstavitelé polyploidnich
komplexu ¢i hospodarsky vyuzivané druhy se znamou existenci polyploidnich jedincd.

2. Vlastni popis metodiky

Tato metodika obsahuje uceleny metodicky postup doporu¢eny na zakladé zavérl z
vysledkl recentné provedenych experimentld zaméfeny na mozné rozdily pfi odbéru
vzorkl krve (vliv heparinizace), pfi vybéru odlisné tkané (krev, ploutev, svalova tkan)
a pfi pouziti rdznych zpusobl fixace (zmrazeni, alkohol a formaldehyd ruzné
koncentrace).

2.1. Polyploidie

Polyploidie (znasobeni chromozomovych sad) je neobycejné dullezitym evolu¢nim
mechanismem nepochybné pfispivajicim k obrovské diverzité sou€asnych ryb. Jeji
studium ma vyznam napfiklad pfi vyzkumu diploidné-polyploidnich druhi/komplext
nebo evolu¢ni polyploidie (jesetefi (Acipenseriformes), sekavci rodu Cobitis, piskofi
rodu Misgurnus, karas stfibfity Carassius gibelio, apod.).

U ryb Ize polyploidni stavy pomérné snadno vyvolat i experimentalné ¢ehoz se vyuziva
s uspéchem v akvakultufe (pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss), losos obecny
(Salmo salar), néktefi tichomofsti lososi r. Oncorhynchus, pstruh obecny (Salmo
trutta), siven americky (Salvelinus fontinalis), lin obecny (Tinca tinca), amur bily
(Ctenopharyngodon idella), amur ¢erny (Mylopharyngodon piceus), aj.) (napf. Benfey
1999, Piferrer et al 2009). Zde jsou hlavnimi divody zajmu o vyzkum a indukci triploid
nékteré potencialni projevy uzitkovych vlastnosti: zvySeny rust triploidd za
predpokladu, Ze sterilita zabrani ristové depresi spojené s pohlavnim dozravanim
a menSimu plytvani energii; zvySené preziti, pokud je reprodukce spojena s vysSi
mortalitou diploid(; lepSi organolepticka kvalita masa nebo sterilita pfi vysazovani
nepuvodnich druht ¢i neplvodnich populaci do volnych vod.

Kli¢ovou ulohu v diagnostice polyploidnich jedinct ma pritokova cytometrie.



2.2. Prutokova cytometrie

Jedna se o pfimou metodu stanoveni, ktera vychazi z kvantifikace obsahu DNA
pomoci prutokového cytometru.

Metoda je velmi rychla (vysledek je mozné znat za nékolik minut po ziskani vzorku),
pfesna (jsou analyzovany velkd mnozZstvi ¢astic — obvykle v Fadu tisicd), pfiprava
vzorku je jednoducha. Je mozné stanovovat velikost genomu na zakladé vypoctu
absolutniho obsahu DNA, ale pfedevSim urovné ploidie stanovené jako relativni obsah
DNA. U nékterych pfistroju Ize provadét i manipulaéni operace — napf. tfidit burnky s
vybranymi vlastnostmi (cell sorting). Sortovani je ur¢eno pfedevsSim pro védecké ucely.

Jistou nevyhodou je pomérné velka financni naro¢nost. Dominantni podil zde zaujima
pofizovaci cena pfistroje, vyznamné jsou ale i naklady na “spotfebni material® (barvici
roztok, specialni zkumavky, sitka, pipety, injekéni stfikacky adt. podle konkrétni
situace — tj. minimalné cca 30-50 K¢).

Tato metoda je zaloZena na obarveni cilovych Castic, resp. jejich jaderné DNA urcitym
specifickym barvivem. K nejCastéji pouzivanym patfi DAPI (4',6 — diamidin — 2 -
fenylindol), fluorescenc¢ni barvivo, které se pevné vaze na AT bohaté oblasti v DNA
(Vinogradov 1998). Pro svou silnou fluorescenci a schopnost prochazet bunécnou
membranou se bézné pouZziva ve fluorescenéni mikroskopii pro obarveni bunéénych
jader, kromé jaderné DNA se vaze i na DNA mitochondrialni.

Nase sledovani bylo realizovano na pfistroji PARTEC PA (Ploidy Analyser; Partec
GmbH), vyuzivajici k excitaci UV rtutové lampy, a ktery je pro svlj pomér cena/vykon,
spolehlivost, jednoduchost obsluhy a nastaveni vyuzZivany Fadou pracovist. Pro
analyzu vzork( byl pouzit standardné dodavany roztok CyStain® DNA 1 step (Sysmex
CZ s.r.0.), umoznujici fluorescencéni barveni (UV fluorescencni excitace — emise
435/500nm) fixovaného i nefixovaného materialu.

Vysledky jsou na pfistroji pfi méfeni priubézné zobrazovany formou histogramu
intenzity fluorescence Castic obarvenych danym fluoresceinem. V pfipadé nalezeni
dostate¢né kvalitniho piku/U pfistroj charakterizuje obsah DNA pomoci modu (,mode*;
nejcetnéjsi hodnoty), priméru (,mean”) a varianiho koeficientu (,CV%*). V nékterych
pfipadech Ize ziskat dostatecné objektivni vysledek (napfiklad uroven ploidie) i u
histogram nizSi kvality, kdy hodnota neni modu/priméru neni zobrazena, pfimym
odectem hodnoty na obrazovce pfistroje.



Obr. 1: Pratokovy cytometr PA
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Je tfeba zduUraznit, Zze ziskané hodnoty jsou relativni, tj. zavisi na okamzitém nastaveni
pfistroje. V pfipadé potieby se proto pouziva standard, tj. referenéni vzorek, pomoci
néjz se pristroj nastavi, resp. se ziskané hodnoty pfepocitaji. V naSem pfipadé byl
jako referencni vzorek pouzivan krev diploidniho karasa stfibfitého (Carassius
auratus). C-value erytrocytl pfi vyuziti pritokové cytometrie se v ramci jednotlivych
autoru pro tento druh se pohybuje v rozmezi 1,77 (pouzity standard Homo sapiens,
Rana temporaria; Vinogradov 1998) do 2,08 pgDNA.jadro? (M. musculus; Qjima a
Yamamoto 1990) - viz www.genomesize.com).

2.2.1 Méreni a pfiprava vzorku

Pro analyzy bylo pouzito vzorku tkané o velikosti cca 0,1-0,2 cm?, v pfipadé krve jedna
kapka co nejmensiho objemu. Tkané byly homogenizovany pomoci nuzek na Petriho
misce s 1-1,5 ml barviciho roztoku. Suspenze byla pipetovana pres sitko (CellTrics®
30 um, green; Partec) do méfici zkumavky, objem dopInén na 2 ml.

V pribé&hu mérfeni byl pfistroj nastaven tak, ze vy$e uvedeny standard vykazoval
hodnotu 50 (osa X na histogramu), kontrola nastaveni byla provadéna vzdy po 5
méfenych vzorcich. V pfipadé odchylky bylo nastaveni pfistroje opét upraveno na
danou hodnotu. Vzorky byly méfeny 30-45 minut po homogenizaci (ponechany pfi
pokojoveé teploté v nepruhledném stojanu), pfed méfenim kratce protfepany.


http://www.genomesize.com)/

2.2.2. Kvalita vzorku

Klic¢ovym pro ziskani objektivnich vysledku je kvalita vzorku, tj odbér vzorku, typ tkané,
druh fixace a stafi vzorku. Cilem dané metodiky je proto popis odbéru a fixace vzorku
pro pouziti pritokové cytometrie s pfihlédnutim na jejich dalSi vyuziti.

2.3. Vzorky pro analyzu v prutokové cytometrii

V praxi je analyza nejCastéji provadéna ze tfech typl tkani: krve (s nebo bez pouziti
heparinu), ploutve (obvykle tzv. ,finklipu“) a svaloviny. V nékterych pfipadech jsou
vyuzivany i sam¢&i pohlavni organy, resp spermie, jikry (ve stadiu o¢nich bodd u
kostnatych ryb nebo ve stadiu neurulace u jeseterovitych), vykuleny plidek, resp. jeho
ocasni Casti apod. Vzorky lze méfit bud Cerstvé bezprostiedné po odbéru, nebo
fixované.

2.3.1. Odbér vzorku
2.3.1.1. Vyuziti heparinu

Pfi odbéru tfi vySe uvedenych tkani prakticky jen u krve je mozny alternativni postup
spocivajici v pouziti €i nepouziti heparinu. Heparinizace se pouziva zejména
v pfipadech, kdy je méfen hematokrit, po€itan pocet krvinek apod., kdy je tfeba vyloucit
tvorbu krevnich srazenin. Pokud jsou heparinizovany pfimo pomulcky na odbér, tj.
injek¢ni jehla/stfikacka, je heparin obsaZen v celém krevnim vzorku. PouZiti heparinu
vSak ovliviiuje barveni bunék pomoci DAPI (napf. Grossgebauer, 1980). Posouzeni
mozného ovlivnéni vysledkl méfeni vzorkd krve ryb na pritokovém cytometru bylo
pfedmétem prvniho sledovaného okruhu.

2.3.1.2. Odbér a analyza krve

Odbér krve u ryb se obvykle provadi punkci cév nebo srdce pomoci injekéni jehly a
stfikaCky. Vzhledem k rychlé sraZlivosti krve ryb se &asto vyuziva heparinizace
odbérového nacini. Z toho divodu byl proveden test, zda pouziti heparinu neovlivni
vysledek méreni na pratokovém cytometru.

K odbéru bylo vybrano celkem 59 jedinct ryb: kapr obecny (Cyprinus carpio; 12 ks),
karas (Carassius sp. 13 ks: Carassius auratus 9 ks; C. gibelio diploidni 3 ks, C.g.
triploidni 1 ks); sekavec sp.; (12 ks) (diploidni Cobitis elongatoides, 9 ks; triploidni
Cobitis elongatoides x tanaitica, 3 ks), bolen dravy (Aspius aspius 12 ks) a kefickovec
Cervenolemy (Clarias gariepinus; 10 ks). Odbér byl realizovan za pomoci inzulinové
stfikaCky (standardni inzulinova stfikacka - OMNICAN 50-501.U./0,5ML 30GX12
inzulin; B BRAUN - s integrovanou jehlou) z podocasni zily. Kazda ryba byla odebrana
Gtyfikrat (u sekavcl vzhledem k jejich malé velikosti byly realizovany pouze prvni dva
odbéry /0, H1/):



Pfi prvnim kontrolnim odbéru (0) byla pouzita Cista injekcni stfikacka. U druhého
odbéru (H1) byla pouZita injekéni stfikacka, do které byl 30 minut pfed odbérem nasat
heparin (Heparinum natricum, 5000 Ul/1ml), vystfiknut a poté opakovanym rychlym
pohybem pistu odstranéno maximum zbylé tekutiny. Pfi tfetim (H2) a Ctvrtém (H3)
odbéru byl do stfikaCky natazen heparin tésné pred odbérem, poté opatrné vystfiknut
tak, aby zlstal v jehle a na dné stfikacky. V prvnich tfech odbérech bylo odebrano
minimalni mnozstvi krve, které je postacujici pro méfeni ploidie na prutokovém
cytometru (objeveni se krve v horni €asti jehly na dné inzulinové stfikacky, tj. cca <
0,001 ml). U ¢tvrtého odbéru bylo odebrano 0,1 ml krve, ta byla ve stfikacce
promichana.

Krev z kazdého odbéru byla nasledné standardnim zpisobem zpracovana pro analyzu
v pratokovém cytometru. Kapka krve byla pfidana k 1,5 ml barviciho roztoku (CyStain
1-step), prelita pres sitko do méfici zkumavky. Méfeni probihalo v rozmezi 30 — 60
minut po smiseni krve do barviciho roztoku, zkumavky umistény v polystyrenovém
stojanu a ponechany pfi pokojové teploté. U kazdého vzorku po kratkém promichani
realizovana tfi opakovana méfeni, méfen byl modus, primérna hodnota a CV%.
Pouzivan minimalni pritok méfené suspenze (obvykle 0,1 ul/s) aby se poCet méfenych
Castic pohyboval v fadové desitkach za sekundu. Méfeno bylo vzdy minimalné nékolik
tisic castic. Vysledky méfeni byly nasledné zprimérovany a prepocteny na
procentickou hodnotu (kontrolni méfeni, tj. krev bez pfitomnosti heparinu = 100%)

Tab. 1: Hodnoty obsahu DNA pfi jednotlivych variantach odbéru krve (primérna
relativni hodnota vuci odbéru bez pouziti heparinu, v zavorce smérodatna odchylka/).
V8echny rozdily modalnich i primérnych hodnot byly vzajemné vysoce prikazné
vyjma pramérnych hodnot H1 x H2.

H1 H?2 H3
MODUS | 1,28/0,148/ | 1,37/0,085/ | 1,12 /0,101/
PRUMER | 1,28 /0,150/ | 1,33/0,238/ | 1,12 /0,100/
CV% 2,42 10,520/ | 3,05/0,623/ | 2,96 /0,587/

Ziskané vysledky ukazaly, ze pouziti heparinu vyrazné ovlivnilo vysledky méfeni, kdy
doslo k navySeni hodnot az o takika 40%. Vliv heparinu byl patrny i pfi odbéru vétsiho
mnozstvi krve (> 0,1 ml).



Obr. 2.: Rozdily v naméfené hodnoté obsahu DNA pfi jednotlivych variantach odbéru
krve (modus — modfe, primér — oranzové, 100% odbér bez aplikace heparinu))
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Obr. 3.: Histogram vysledku mérfeni krve téhoz jedince kapra obecného pfi rizném
zpusobu odbéru (levy pik varianta H1 — ,mean” 66,00; pravy pik H2 — 79,18)
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Obr. 4.: tyz jedinec pfi méfeni krve odebrané bez aplikace heparinu (,mean” 55,60)
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Vzhledem k tomu, Ze ovlivnéni ziskanych hodnot je vyrazné (napf. pfi posuzovani
ploidie by ftriploidni jedinec byl takto identifikovan jako tetraploidni), je tfeba pouziti
heparinu pfi odbérech krve zvazit.

V pfipadé odbéru jen malého mnozstvi krve (napfiklad u malych jedincl nebo se
zfetelem na minimalizaci stresové zatéze) je nutné heparin nepouzivat. V pfipadé
potfeby vétSiho mnozstvi krve nebo nutnosti pouzit heparin vzhledem k dalSim
meéfenim je tfeba minimalizovat jeho mnoZstvi a odebrat krev o objemu vétSim nez 0,1
ml (je vSak otazkou, zda vtomto pfipadé bude mit nizSi koncentrace heparinu
pozadovany efekt). Lze doporucit i v tomto pfipadé nepouzivat v ramci jednoho méreni
vzorky odebrané bez a s aplikaci heparinu.

2.4. Tkan
2.4 1. Méreni Cerstvého materialu.
2.4.1.1. Krev

Vzorky krve Ize u ryb dosahujicich urcité minimalni velikosti (cca 2-3 cm) ziskat
pomérné dobfe a to i bez usmrceni jedince. Vhodny je odbér z podocasni Zily, k méfeni
postaCi zcela malé mnozstvi krve (pfi odbéru inzulinovou stfikackou zcela postaci
mnozZzstvi, kdy se krev zaCne objevovat nad koncem jehly na dné stfikacky). Odebira
se u zivych jedincu, Ize zkusit odebrat i u Cerstvé usmrcenych ryb.
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2.4.1.2. Ploutev

Lze odebirat u Zivych, Cerstvé usmrcenych nebo i fixovanych ryb. Je mozno vyuzit i
finklipd odebranych pro uc€ely molekularné-genetickych analyz. U Cerstvych nebo
kvalitné fixovanych postaci ploutev o ploSe nékolika desitek mm? (u genetickych zdroju
ryb je podle §4, odst. c) vyhl. MZe €. 72/2017 Sb. dostacujici odstfizek ploutve 50 mg).
V pfipadé samcl neni vhodné odebirat z fitni ploutve, ktera byva zejména v obdobi
vytéru pokryta spermiemi, které pak pfi méfeni mohou vytvaret dalSi samostatny pik.

2.4 .1.3. Svalova tkan

Odebira se u usmrcenych jedinc, obvykle Cerstvych, Ize ale zkusit odbér i fixovanych
ryb. U ¢erstvych nebo kvalitné fixovanych postaci sval o objemu nékolika desitek mm?2,

2.4.2. Méfeni vzorkl jednotlivych tkani

V ramci tohoto okruhu byl sledovan mozny rozdil v hodnotach pfi méfeni na
prutokovém cytometru v zavislosti na druhu mérené tkané.

Sledovano bylo celkem 104 ks ryb: karas stfibfity (Carassius gibelio 3n) (8 ks), karas
stfibfity (Carassius gibelio 2n) (11 ks), kapr obecny (Cyprinus carpio) (15 ks), hrouzek
obecny (Gobio obtusirostris (12 ks), plotice obecna (Rutilus rutilus) (5 ks), jelec tloust
(Squalius cephalus) (6 ks), podoustev (Vimba vimba) (5 ks), amur bily
(Ctenopharangodon idella) (18 ks), stfevlicka vychodni (Pseudorasbora parva) (6 ks),
bolen dravy (Aspius aspius) (10 ks) a kefiCkovec Eervenolemy (Clarias gariepinus) (10
ks). Kazdému jedinci byla odebrana krev, po usmrceni pak vzorek prsni ploutve a
svalové tkané ze hrbetni oblasti (bez kize). Vlastni méfeni probihalo analogicky jako
v predchozi ¢asti. Pfi méfeni pevné tkané byla tato homogenizovana pomoci nlizek na
Petriho misce s cca 2 ml barviciho roztoku a poté suspenze pfepipetovana pres sitko
do zkumavky, v niz probihalo méfeni.

Vysledky méfeni ziskané od kazdého jedince byly pfepocteny na relativni hodnoty, kdy
hodnota krve byla pouzita jako referenc¢ni, tj. 100%.

Jak doklada nize uvedeny graf, hodnoty obsahu DNA jednotlivych organt se u vSech
sledovanych druht ryb liSila. Hodnoty namérené u ploutvi jsou tak v priméru az o 10
% vySSi nez u vzorku krve, v pfipadé svalu az o takika 20 % a byl tak nalezen vysoce
prikazny statisticky rozdil.

Obr. 5: Relativni hodnoty obsahu DNA u jednotlivych druh ryb pfi méreni krve, ploutve
a svalové tkané (jednotlivé sloupce vyjadfuji vzdy zprimérované hodnoty ,modu® a
Lprimeéru” dané tkané jedincl jednotlivého druhu).

11



140%

120%

100% —

80% —

60% -

40% —

20% —

W krev
@ ploutev

Osval

Tab. 2.: Statisticka prikaznost rozdili primérnych hodnot obsahu DNA stanovenych
podle krve, ploutve a svalu u jednotlivych druht ryb (* - 0,05; ** - 0,01; *** - 0,001)
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Obr. 6.: Relativni primérné hodnoty (modus a primér) obsahu DNA u sledované
skupiny ryb pfi méfeni u jednotlivych typl tkdné (modus — modfe, primér — oranzové;

krev = 100%).
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Tab. 3: Hodnoty obsahu DNA ziskané pfi méfeni jednotlivych vybranych tkani
(pramérna relativni hodnota vic&i krvi, v zavorce smérodatna odchylka/). VSechny
rozdily modalnich i primérnych hodnot byly vzajemné vysoce prukazné.

MODUS
PRUMER
CV%

ploutev sval
1,099 /0,056/ | 1,195 /0,077/
1,087 /0,059/ | 1,185 /0,065/
5,340 /1,020/ | 4,983 /0,985/

Lze tedy doporucit pfi méreni urcita skupiny jedinct provadét méreni na témze organu,
v pfipadé nutnosti pouzit odliSny organ je nutno pocitat s vySe uvedenymi rozdily.
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Obr. 7.: Histogram méfeni obsahu DNA vzorku krve (levy pik) a ploutve (pravy pik)
téhoz jedince kapra obecného
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Obr. 8.: Histogramy méfeni obsahu DNA ploutve (,mean” 41,37) a svalu (,mean®
47,07) téhoz jedince bolena dravého
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2.5. Fixace
2.5.1. Druhy fixace

Fixaci se rozumi konzervace bunék a tkani aby se zabranilo jejimu rozkladu - autolyze
- (zejména pusobenim bunécnych enzyml) i heterolyze (poSkozeni tkani
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mikroorganismy) zkoumaného materialu a zamezil se rlst bakterii a plisni. Pfi fixaci
dochazi k denaturaci proteint, takze fixovany material jiZ neni totozny s nativni tkani.

Metody fixace mohou byt fyzikalni €i chemické. K fyzikalnim metodam fixace patfi
pouZiti nizkych teplot. Je vyuzivano skutecnosti, Ze Cinnost enzym( je vazana na
vodné prostiedi, proto ustane, kdyz ovlivhime transportni funkci vody. Chemické
metody fixace jsou zaloZeny na denaturace bilkovin pomoci chemickych fixaénich
prostiedkl. K fixaci Ize pouzit celou fadou fixaCnich prostfedkd a tekutin, avSak

fetézce proteinu, a tak tkan zpevriuji, a koagulacni fixativa, nejCastéji alkoholy.

Druh pouZité fixace spolu se stafim vzorku jsou vyznamnym faktorem pro uspésnou
analyzu pomoci prutokového cytometru. V praxi vybér fixace zalezi €asto na potiebé
vyuzit dany vzorek na dalSi ucely, tj. zejména molekularné-genetické analyzy. V tom
pfipadé je nejCastéjSim fixativem alkohol v koncentraci 75 — 96 %. V nékterych
pfipadech, zejména kdyz je fixovan cely jedinec nebo je primarné potfeba provadét
napfiklad histologické studie nebo allozymovou elektroforézu, je pouzivam
formaldehyd nebo jsou bud vybrané organy/tkané nebo celi jedinci zmrazeni.

2.5.1.1. Alkohol

V pfipadé vzorku urCenych pro pratokovou cytometrii se provadi nejCastéji fixace
alkoholem. Jednim z davodu je, v pfipadé pouziti Cistého, nedenaturovane alkoholu,
moznost pouzit takto fixované vzorky pro dalSi molekularné-genetické analyzy.
K dobré fixaci je nutno pouZzit roztok o koncentraci vysSi nez 70%. P¥i fixaci je vSak
treba pocitat s fedénim fixacniho roztoku vodou ze vzorku, je proto Iépe pouzit alkohol
o vySSi koncentraci a v dostate€ném objemu. To mlze byt problematické pfi fixaci
vzorku o objemu srovnatelném s pouZitou fixaCni nadobou, kdy i pouZiti 96% alkoholu
nezajisti dostate¢nou vyslednou koncentraci dosahujici vyse uvedenych 70%.

Oveérit uspésnost fixace alkoholem o rlznych koncentracich a dobu pouzitelnosti
vzorku pro analyzu na prutokovém cytometru byl jednim zcili této metodiky.
Soucasné byly ovéreny jesté dva dalSi zplsoby fixace — pomoci formaldehydu a
pomoci mrazu.

2.5.1.2. Formaldehyd

Formaldehyd se pouziva jako vodny roztok 35 — 40% formaldehydu, ktery se pfidava
do fixaCnich tekutin nebo také samostatné jako 4 — 10% roztok. Je jednim z
nejpouzivangjsich fixacnich prostfedk v histologii, ale také se pouziva pfi fixaci celych
mensich zivoC€ichu. Je mozné jej pouzivat samostatné, jinak se také vyskytuje jako

15



soucast fixacnich tekutin. Jeho vyhodou je dobré srazeni bilkovin, zachovavani
mitochondrii, nerozpousti tuky a tkané je v ném mozné uchovavat delSi dobu. Je tfeba
pamatovat, ze formaldehydové pary jsou silné agresivni a drazdi vSechny sliznice a
roztoky formaldehydu pUsobi drazdivé na kazi.

Jeho mozné pouziti pro pritokovou cytometrii bylo zvoleno z divodu jeho ¢astému
vyuzivani u muzejnich vzorku organismi nebo histologickych vzorkl, kdy vyse
uvedena fixaz alkoholem neni dostate¢né kvalitni.

2.5.1.3. Zmrazeni

Nejedna se o typickou fixaci pro pritokovou cytometrii, byva vSak vyuzivana v pfipadé
vzorkl allozymové elektroforézy, zmrazeni se pouziva i v rybafské praxi. Zmrazené
vzorky lze vyuZzit i pro molekularné-genetické analyzy, ne v8ak pro histologii.

2.5.2. Fixace a méfeni fixovanych vzorku.

Pro ovéfeni metodiky vhodné fixaze a doby pouzitelnosti vzorku pro pritokovou
cytometrii bylo zvoleno 6 zpusobu:

1/ 1% roztok formaldehydu
2/ 4% roztok formaldehydu
3/ 50% roztok alkoholu

4/ 70% roztok alkoholu

5/ 96% roztok alkoholu

6/ zmrazeni na -10°C

Fixovana byla svalova tkan celkem 18 jedincu 3 druhd ryb (karas stfibfity Carassius
gibelio; 6 diploidnich a 6 triploidnich jedincu; plotice obecna Rutilus rutilus 3 jedinci;
kapr obecny Cyprinus carpio 3 jedinci). Pro zachovani stejnych podminek fixaze a
omezeni fedéni fixaze byly oznacené pasky svaloviny jednotlivych jedincl dany
hromadné do nadob o objemu 500 ml s danou fixazi (v pfipadé mrazu do mraznicky,
jednotlivé vzorky umistény do malych plastovych sacku s uzavérem, pred uzavienim
v maximalni mozné mife minimalizovat obsah vzduchu).

Nefixované vzorky byly méfeny po odebrani, fixované 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180,
210, 240 a 300 dni od fixace.

Obdobné jako u svalové tkan byla provedena u téchto ryb i fixace ploutve. Vzhledem
k menSimu mnozstvi tkané byla provedena jen dvé méfeni a to 120 a 300 dni po fixaci.

Vlastni méfeni probihalo analogicky jako v pfipadé méfeni pevnych tkani v pfedchozi
¢asti. K homogenizaci bylo pouzito vétSi mnozstvi tkané (0,1- 0,2 cm3), pied zakrokem
umisténé na 20 minut do fyziologického roztoku. Vzhledem k niz§imu poctu
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méfitelnych Castic byla rychlost prutoku suspenze vyssi nez v prfedchozich, obvykle 1
— 2 ul/s, tak aby byla zachovana intenzita méfeni v desitkach ¢astic za sekundu.

Sledovana byla kvalita vzorku (histogramu na pratokovém cytometru), zména
naméfené hodnoty obsahu DNA u jednotlivych fixativ a to ve vztahu ke stafi vzorku.
Kvalita vzorku byla hodnocena podle nasledujici stupnice A - E, kdy rozhoduijici byla
kvalita/pfitomnost piku, mnozstvi ,Sumu”“ zplsobeného fragmenty bunék a schopnost
pFistroje vypocitat hodnotu modus/pramér/CV%:

A — kvalitni pik bez pfitomnosti ,Sumu®, pfistrojem byla vypocltena hodnota
modus/primér/CV% (CV% < 5);

B - pik horSi kvality s pfitomnosti Sumu (CV% > 5), pfistrojem vypoctena hodnota
modus/priimér/CV%;

C - pik sice relativné kvalitni ale hodnota modus/primér/CV% nebyla pfistrojem
vypocCitana, hodnotu piku Ize vSak pro potfeby detekce urovné ploidie spolehlivé
stanovit;

D - pik horsi kvality, hodnota modus/priimér/CV% nebyla vypocitana, polohu piku Ize
urcit spiSe spekulativné;

E — mnozstvi Sumu zcela bez existence piku, hodnota modus/primér/CV% nebyla
vypocitana ani nelze odhadnout.
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Obr. 9.: Primérné naméfené hodnoty obsahu DNA (horni ¢ast grafu) a kvality
histogramu (dolni ¢ast grafu) u méfenych vzorku svalové tkané 15 az 300 dni od fixace
, 4% formaldehyd,

u jednotlivych druht fixaze (

alkohol, 96% alkohol,
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Byly zaznamenany vyrazné rozdily jak v naméfené hodnoté obsahu DNA, tak i
v kvalité histogramu u jednotlivych druhu fixaze.
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1/ 1% formaldehyd — dochazi ke snizeni naméfenych hodnot (na konci experimentu
pokles v priméru na 75%) kvalita histogramu vS8ak zlstava vysoka, zpracovatelnost
vzorku lze garantovat minimalné po dobu jednoho roku

Obr. 10.: Histogram méfeni obsahu DNA triploidniho jedince karase stfibfitého
fixovaného 180 dni v 1 % formaldehydu, naméfena hodnota je o cca 1/3 niz8i nez
puvodni, kvalita histogramu (,B“) vSak stale umoznuje vypocet jednotlivych ukazateld.
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2/ 4% formaldehyd — sniZzeni naméfenych hodnot vyraznéjSi nez u 1% formaldehydu
(pokles az na 25%), ¢imz v nékterych pfipadech jiz nelze odecist i kdyz kvalita
histogramu zUstava vysoka (zejména v pfipadé, Ze dany druh ryby ma hodnotu obsahu
DNA nizkou (napf¥. plotice)), vzorky je nutno zpracovat v pribé&hu nékolika mésica

Obr. 11.: Histogram méfeni obsahu DNA triploidniho jedince karase stfibfitého
fixovaného 180 dni v 4 % formaldehydu, naméfena hodnota se jiz znacné liSi od
hodnoty puvodni (pokles o cca 2/3), I1ze pozorovat zfetelny, objektivné méfitelny pik,
kvalita histogramu ,,C*.
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3/ 50% roztok alkoholu — i kdyz naméfena hodnota obsahu DNA zUstava zachovana,
kvalita vzorku rychle klesa, nutno zpracovat v prubé&hu nékolika tydnu

Obr. 12.: Histogram méfeni vzorku karasa stfibfitého fixovaného 180 dni 50%
alkoholem, obsah DNA nelze stanovit ani na spekulativni urovni, kvalita histogramu
”E“
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4/ 70% roztok alkoholu — i zde zUstava hodnota obsahu DNA zachovana, uchovani
vzorku ponékud lepSi nez u alkoholu nizsi koncentrace

Obr. 13.: Histogram méfeni obsahu DNA triploidniho jedince karasa stfibfitého
fixovaného 180 dni v 70% alkoholu, i kdyz zfetelnost piku je spiSe spekulativni,
hodnota je vSak zachovana, kvalita histogramu ,D".
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5/ 96% roztok alkoholu — hodnota obsahu DNA zUstava zachovana, resp. dochazi
k mirnému zvySeni, kvalita vzorku kolisa, Ize pfedpokladat méfitelnost vzorku po dobu
nékolika mésicu

Obr. 14.: Histogram méfeni diploidniho jedince karasa stfibfitého fixovaného 300 dni
v 96% alkoholu, i kdyz je kvalita ponékud snizena, stale umoznuje vypocet jednotlivych
hodnot, poloha piku pfiblizné odpovida poc¢atecni hodnoté, kvalita histogramu ,B“.
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6/ zmrazeni - hodnota obsahu DNA stala, kvalita méfeni zGstava zachovana i po dobu
nékolika mésicu, |ze pfedpokladat i vyrazné vice

Obr. 15.: Histogram méreni obsahu DNA svalu karasa stfibfitého fixovaného po dobu
300 dni mrazem, i pfes dlouhodobou fixaci Ize ziskat vysledky sice s pfitomnosti
,2Sumu“ ale v dostatecné kvalité a v hodnoté odpovidajici Cerstvému vzorku, kvalita
histogramu ,B*.
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Vzhledem ke zménam v namérené hodnoté v zavislosti na druhu fixaze a dobé fixace
vyplyva potfeba v ramci méfeni dané skupiny ryb pouzit shodnou fixaz a provést
méreni v uzkém dasovém intervalu.

Obr. 16.: Pokles naméfenych hodnot obsahu DNA u vzorku fixovanych formaldehydem
(o koncentraci 1 a 4%) v prabéhu experimentu
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VySe uvedené u fixované svalové tkané zavéry plati do jisté miry i v pfipadé fixované
ploutve, vyznamny je ale pokles kvality méfeni v pfipadé zmrazeni. Bohuzel tedy tento
zpusob fixace, vykazujici prakticky nejlepsi vysledek v pfipadé svalu nelze u ploutvi
doporucit. Zda se, ze jemna tkan ploutevniho lemu v mrazu degraduje a pro zachovani
vySSi kvality by bylo potfeba specialnich technik, napfiklad doplnéni fixazi, ¢imz
dochazi ke ztraté jednoduchosti tohoto typu uchovani vzorku. Tyto postupy jsou tak jiz
mimo ramec dané metodiky zaméfené spiSe na praktické vyuzivani dané techniky
v bézné praxi (rybarské provozy, terénni vyzkumy.
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Obr. 17.: Primérné naméfené hodnoty obsahu DNA (horni &ast grafu) a kvality
histogramu (dolni ¢ast grafu) u méfenych vzorkd ploutve 120 a 300 dni od fixace u

jednotlivych druhd fixaze ( , 4% formaldehyd, , 15 %
alkohol, 96% alkohol,
120 dni 300 dni
100 ([ ] 100 - ]
50 | 50
0 |
- I | A1
50 | 50
-100 -100
Tab. 4: Porovnani zakladnich parametrd u sledovanych typu fixaze
typ fixaze
parametr s
formaldehyd alkohol zmrazeni
naklady nizké vySSi, zejména pfi nutnost
pouziti Cistého permanentniho
alkoholu chlazeni
ovlivnéni postupem Casu sval minimalni, sval minimalni,
méfenych vyrazné ploutev vyrazny ploutev vyrazny
hodnot
pokles kvality | nizky vyrazny sval nizky, ploutev
vzork(i vyrazny
moznost jiného | histologie molekularné- molekularné-

vyuziti

genetické analyzy,
omezené histologie

genetické analyzy,
elektroforéza

zdravotni rizika

drazdivy, toxicky

toxicky

nejsou
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2.6. Metodicka doporuceni

Odbér krve

Nevhodnost heparinizace odbérového nacini pfi pouziti barveni roztokem DAPI,
zejména u jedincu, u nich nelze pocitat s odbérem vétSiho mnozstvi krve.

Méreni riznych tkani

Nutnost pfihlizet pfi vyhodnocovani vysledkl k typu pouzité tkané, nejlépe pouzivat
v ramci hodnocené skupiny stejny typ.

Zpusob fixace a doba zpracovatelnosti vzorku

Nutnost zabezpecit odpovidajici doporuceni koncentrace fixaze zejména v pfipadé
alkoholu.

Nékteré druhy fixace jsou Casové dosti omezené, k zajisténi kvalitniho méfeni nutnost
zpracovat v kratkém ¢asovém horizontu.

U vzorku fixovanym s pouzitim formaldehydu vyrazné klesa v zavislosti na stafi vzorku
hodnota ziskana pfi méfeni na pratokovém cytometru.

V pfipadé pouziti vzorku ploutvi |ze doporucit zpracovani v co nejkratSim C¢asovém
intervalu (cca v fadu tydna), fixace mrazem nebo alkoholem o nizké koncentraci nelze
doporucit.
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3. Novost metodiky

V souCasné dobé neni k dispozici adekvatni zdroj literatury zabyvajici se ucelené
problematikou vzorkd vyuzivanych v ramci detekce velikosti genomu ryb pomoci
pritokové cytometrie. V ramci metodiky byly ovéfeny vybrané postupy tematicky
spadajici do pfipravy vzorku, které se v pribéhu pfedchozi mnohaleté praci na
pritokovém cytometru ukazaly jako vyznamné. Metodika shrnuje faktory odbéru
vzorkl, rozdily ve vysledcich pfi méfeni jednotlivych tkani (ploutev, sval, krev) a na
zakladé ucelené série méfeni udava rozdily v zachovani kvality vzorkd pfi pouZiti
riznych druhd fixazi (formaldehyd, alkohol, zmrazeni).

4. Popis uplatnéni certifikované metodiky

Predlozena metodika je urCena pro praktické vyuziti jednak pfi analyze vzorkl ryb na
prutokovém cytometru, ale i pfi odbéru téchto vzorkl a to jak z v ramci chovu ryb tak i
vramci vyzkumu. Metodika bude uplatnéna ,Smlouvou o uplatnéni certifikované
metodiky“ uzavienou mezi Ustavem biologie obratlovci v.v.i., Mendelovou univerzitou
v Brné a Veterinarni a farmaceutickou univerzitou Brno.

5. Ekonomické aspekty
Ekonomické aspekty Ize rozdélit do nékolika skupin:

Pro uzivatele metodiky dojde k omezeni nakladi na analyzy necitelnych vzorkd — i
kdyZz jsou naklady na analyzu jednoho vzorku ve srovnani s jinymi molekularné-
genetickymi metodami pomérné nizké, pfesto predstavuji sumu cca 30 — 50 KC
(jednorazové specialni jednorazové zkumavky, sitka, barvici a Cistici roztoky, obsluha
pristroje). U skupiny nékolika desitek analyzovanych vzorku to tak znamena ztratu i
nékolika tisic korun.

Dobra kvalita vzorku vyrazné ovliviiuje i €as na analyzu, nebot u vzorkl nizsi kvality je
treba napfiklad Castéji upravovat nastaveni pfistroje, opakovat méfeni Ci pfipravu
vzorku. Dochazi tak k mnohonasobnému navyseni ¢asové narocnosti a tim i nakladu
na obsluhu.

V pfipadé znalosti 0 moznostech fixaze, Ize minimalizovat naklady spojené s odbérem
vzorkl, zejména jsou-li spojeny s odchovem jedincl, exkurzi €i naro¢ny odlovem
(optimalni druh fixaze pro dany projekt, dodrzeni vhodnych termind analyz, apod.).
Spatna interpretace vysledkd (pokud napfiklad nebyly brany v Gvahu mozné zmény,
pouzitim vice zpusobu fixaze nebo méfenim v riznych &asovych odstupech po
odbéru) muze mit nasledné vyznamny dopad na ucel, kvali némuz byly analyzy
realizovany, at jiz se jedna o produkéni ucely i védecky vyzkum.
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Celkovy ekonomicky pfinos pro uzivatele metodiky lze odhadnout podle poctu
analyzovanych vzorkd a naro€nosti na jejich ziskavani a laboratorni zpracovani na
nékolik desitek tisic korun rocné.

6. Podékovani

Metodika vznikla za finanéni podpory Technologické agenturu Ceské republiky
Programu aplikovaného vyzkumu, experimentalniho vyvoje a inovaci GAMA -
Komercializace vysledkll zoologického vyzkumu - aplikace vyuzitelné v praktické
ochrané prirody TG03010048 a NAZV Komplexni udrzitelné systémy v zemédélstvi
2012-2018 ,KUS“ QJ1510077. Metodika je vysledkem feSeni vyzkumnych projektu,
které slouzily k podpofe rozvoje vyzkumnych organizaci - UBO AV CR v.v.i. a
Mendelovy univerzity v Brné.
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