11/2019
Metodika

VLIV ODBERU VZORKU
A ZPUSOB JEJICH FIXACE
NA MERENI VELIKOSTI GENOMU

Ing. Karel Halacka, CSc.

Ing. Lukas Vetesnik, Ph.D.
PaedDr. Jakub Fedor¢ak, Ph.D.
prof. PaedDr. Jan Kosco, Ph.D.

@4 USTAV BIOLOGIE

OBRATLOVCU

AKADEMIE VED CR






@— USTAV BIOLOGIE

OBRATLOVCU

AKADEMIE VED CR

VLIV ODBERU VZORKU
A ZPUSOB JEJICH FIXACE
NA MERENI VELIKOSTI GENOMU

Ing. Karel Halacka, CSc.
Ing. Lukas Vetesnik, Ph.D.
PaedDr. Jakub Fedor¢ak, Ph.D.
prof. PaedDr. Jan Kosco, Ph.D.

Brno, 2019



Metodika vznikla za finanéni podpory projektu TACR TG03010048
Komercializace vysledkl zoologického vyzkumu - aplikace vyuZitelné
v praktické ochrané

Podil autor(:

Ing. Karel Halacka, CSc." 80 %

Ing. Luk&s Vetesnik, Ph.D." 10 %
PaedDr. Jakub Fedor&ak, Ph.D.” 5%
prof. PaedDr. Jan Ko$¢o, Ph.D.” 5%

Adresa autora:
" Ustav biologie obratlovet Akademie véd CR, v. v. .,
Kvétna 8, Brno 603 65

® Fakulta humanitnych a prirodnych vied - Katedra ekoldgie
PreSovska univerzita
Ul. 17. novembra &. 15, 080 01 PreSov, Slovakia

© Ustav biologie obratlovctl Akademie véd CR, v. v. .
ISBN 978-80-87189-28-3



© N o o A&

Cil metodiky

Vlastni popis metodiky
2.1, Polyploidie

2.2.  PrOtokova cytometrie
2.3.  Odbér vzork a méreni velikosti genomu
Vysledky

3.1. DAPI

3.2. Pl (propidium jodid)
Metodicka doporuceni
Novost metodiky

Popis uplatnéni
Ekonomické aspekty

Seznam pouzité literatury

© 0O N N o o b~ b~ b

10
10



Ustav biologie obratlovcti Akademie véd CR, v. V. i.

1. Cilmetodiky

K dllezitym informacim pfi studiu ryb, at'jiz se jedna napriklad o evoluéni aspekty,
polyploidni komplexy & hybridizaci patfi velikost genomu. Velmi rozsifenou
metodou k jeho méfeni je pritokova cytometrie pii niZz se vyuZiva vazby
a fotoaktivity vhodné latky (obvykle DAPI nebo propidiumjodid /PI/) na tseky DNA.
K méfeni se velmi Casto vyuziva krve, resp. erytrocytd, které u ryb obsahuiji jadro.
VWhodou pouziti krve je odbér vzorku neni vazan na usmrceni jedince, odpada
nutnost homogenizace tkané a soucasné ji Ize vyuZzit i pro dalsi hematologické
analyzy. Nevyhodou je rychlé sréZeni, coz vede k potfebé pouZiti antikoagulantd,
obvykle heparinu. Pokud jsou heparinizovany primo pomCicky na odbér, tj. injekéni
jehla/stfikacka, je heparin obsazen v celém krevnim vzorku.

Zejména z divodu udavané fotoaktivity heparinu vyvstava otazka, zde nedochazi
k ovlivnéni vysledk(l méreni velikosti genomu pomoci pritokového cytometru.
V této praci byl proto sledovan mozny vliv na vyslednou hodnotu naméreného
mnozstvi DNA pomoci pritokové cytometrie s pouZitim DAPI a Pl pfi odbéru krve
s vyuzitim heparinu u vybranych druhd ryb.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Polyploidie

Polyploidie (znasobeni chromozomovych sad) je neobycejné ddlezitym evoluénim
mechanismem prispivajicim k obrovské diverzité souc¢asnych ryb. Jeji studium ma
vyznam napriklad pfi vyzkumu diploidné-polyploidnich druhd/komplexd nebo
evolu¢ni polyploidie (jesetefi (Acipenseriformes), sekavci rodu Cobitis, piskofirodu
Misgurnus, karas stfibfity Carassius gibelio, apod.).

U ryb Ize polyploidni stavy pomérné snadno vyvolat i experimentalné ¢ehoz
se vyuziva s Uspéchem v akvakulture (pstruh duhovy (Oncorhynchus mykiss),
losos obecny (Salmo salar), néktefi tichomorsti lososi r. Oncorhynchus, pstruh
obecny (Salmo trutta), siven americky (Salvelinus fontinalis), lin obecny (Tinca
tinca), amur bily (Ctenopharyngodon idella), amur &erny (Mylopharyngodon
piceus), aj. Zde jsou hlavnimi ddvody zajmu o vyzkum a indukci triploid( nékteré
potencialni projevy uZitkovych vlastnosti: zvySeny rdst triploidd za predpokladu,
ze sterilita zabrani ristové depresi spojené s pohlavnim dozravanim diploidd;
snizeni sexudlnino a teritoridlniho chovani ryb vedouci k nizsi intenzité stresu
a menSimu plytvani energii; zvySené preziti, pokud je reprodukce spojena s vySsi
mortalitou diploid{; lepsi organolepticka kvalita masa nebo sterilita pfi vysazovani
neplvodnich druht ¢ineptivodnich populaci do volnych vod.

Klic¢ovou tlohu v diagnostice polyploidnich jedinct mé priitokova cytometrie.
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2.2. Priitokova cytometrie

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

Metoda je velmi rychla (vysledek je mozné znat za nékolik minut po ziskani vzorku),
presna (jsou analyzovany velka mnozstvi ¢astic — obvykle v Fadu tisicl), priprava
vzorku je jednoducha. Je mozné stanovovat velikost genomu na zakladé vypoctu
absolutniho obsahu DNA, ale predevsim urovné ploidie stanovené jako relativni
obsah DNA.

U nékterych pfistroji Ize provadét i manipulacni operace — napt. tfidit buriky
s vybranymi vlastnostmi (cell sorting). Sortovani je uréeno predevsim pro védecké
ucely, v bézné praxi se vSak moc nevyuziva. Jistou nevyhodou je pomérne velka
finan&ni naro¢nost. Dominantni podil zde zaujima pofizovaci cena pfistroje,
vyznamné jsou ale i naklady na “spotfebni material“ (barvici roztok, specialni
zkumavky, sitka, pipety, injekéni stiikacky atd. podle konkrétni situace — tj.
minimalné cca 30-50 K¢).

Tato metoda je zalozena na obarveni jaderné DNA, resp. urcitych Usekd,
specifickym, obvykle fluorescencni barvivem. K nej€astéji pouzivanym patii DAPI
(4',6 — diamidin — 2 - fenylindol), resp. propidium jodid (C27H34I2N4). Velikost
genomu sledovanych bunék/jader, projevujici se intenzitou fluorescence, je
nasledné stanovena pomoci vhodného pritokového cytometru. Vysledky jsou
na pristrojich pfi méreni préibézné zobrazovany formou histogramu intenzity
fluorescence Castic obarvenych danym fluoresceinem.

V pfipadé nalezeni dostatecné kvalitnino piku/G piistroj charakterizuje obsah DNA
pomoci modu (nejcetnéjsi hodnoty), primeéru a variacniho koeficientu (CV%).

2.3. Odbér vzork( a méreni velikosti genomu

V nasem pfipadé bylo pouZito jak barveni jader erytrocytl pomoci DAPI, tak PlI.
Nasledné méreni bylo realizovano na pfistroji PARTEC PA (Ploidy Analyser; Partec
GmbH), resp. Partec CyFlow ML (Partec Gmbh, MUnster, Germany).

Méreno bylo vzdy minimalné nékolik tisic ¢astic (jader). Vysledky méreni
(modus/mean) byly nasledné zprdmérovany a prepoéteny na procentickou
hodnotu (kontrolni méfent, tj. krev bez pritomnosti heparinu = 100 %)

DAPI PI
Bolen dravy Aspius aspius 12 -
Kapr obecny Cyprinus carpio 15
Sekavec Cobitis sp. 12
Kerickovec ¢ervenolemy Clarias gariepinus 10
Karas stfibrity Carassius gibelio 9 3
Perlin ostrobrichy Scardinius erythrophthalmus - 3




Ustav biologie obratlovcti Akademie véd CR, v. V. i.

Odbér byl realizovan za pomoci inzulinové stitkacky (standardni inzulinova
stfikacka — OMNICANS50-501.U./0,5ML 30GX12 inzulin; B BRAUN -
s integrovanou jehlou) z podocasni zily. Kazda ryba byla odebrana Ctyrikrat
(u sekavcl vzhledem k jejich malé velikosti byly realizovany pouze tfi odbéry
/0, H2, H3/):

IU/ml
200
700
600
500
400
300

200

: 1
5 1

0 H1 H2 H3

Pri prvnim kontrolnim odbéru (0) byla pouZita Cista injekéni strikacka. U odbéru
H1 byla pouzita injekeni stiikaCka, do které byl 30 minut pfed odbérem nasan
heparin (Heparinum natricum, 5000 Ul/1ml), vystfknut a poté opakovanym
rychlym pohybem pistu odstranéno maximum zbylé tekutiny (simulace stavu, kdy
je k odbéru pouzito ,predheparinizovanych* odbérovych pomticek). Pri odbéru
H2 a H3 byl do stfikacky natazen heparin tésné pred odbérem, poté opatrné
vystiiknut tak, aby zUstal v jehle a na dné stiikacky. V odbérechO, H1 a H3 bylo
odebrano minimalni mnozstvi krve, které je postacujici pro méreni ploidie
na prdtokovém cytometru (objeveni se krve v horni ¢asti jehly na dné inzulinové
stiikacCky, 1j. cca < 0,001 ml (simulace situace, kdy je heparin aplikovan az tésné
pred odbérem ryby). U odbéru H2 bylo odebrano 0,1 ml krve, ta byla ve stfikacce
promichana. Vysledna koncentrace heparinu tak byla v jednotlivych odbérech
nasleduijici: 0-0; H1 —75 Ul/ml; H2 — 100-200 Ul/ml;
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3. Vysledky

3.1. DAPI

Namérena velikost genomu ukdzala prikazné rozdily v zavislosti na pouZiti
heparinu, resp. jeho koncentraci pfi odbéru vzorku krve. Aplikace heparinu zvysila
hodnoty az 0 40 % oproti vzorku krve ziskanému bez heparinizovaného
odbérového vybaven.

Namérena velikost genomu - DAPI
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Na rozdil od namérenych hodnot kvalita méreni, projevuijici se rozptylem hodnot
jednotlivych mérenych objekt (bunécnych jader), zlistala stejna.
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3.2. Pl (propidium jodid)
Tak jak v pripadé barveni pomoci DAPI i zde byl pozorovano zvyseni hodnot, i kdyz
v niz8i (pfiblizné polovicni) hodnoté.

Aplikace heparinu se zde v8ak vyrazné projevila snizenou kvalitou méreni, tj.
vy8Sim rozptylem hodnot velikosti genomu jednotlivych jader.
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4. Metodicka doporuceni

Jak ukazalo nase sledovani, vyuziti heparinu pfi odbéru krve, jako latky s udavanou
schopnosti fluorescence opravdu vysledné méreni vyrazné ovlivnilo. Tyto zmény
byly patrmé i pfi pouziti minimalniho mnozstvi heparinu a byly umérné jeho
koncentraci.

To bohuzel znamend, Ze hodnoty obsahu DNA stanovené timto zplisobem mohou
byt zatizeny chybou. Ta bude kolisat na skute¢ném pomeéru heparinu k mnozstvi
odebrané krve a nebude snadné ji upravit napfiklad stanovenim opravného
koeficientu.

Pritom se ke stanoveni obsahu DNA bunék se ryb velmi ¢asto vyuzivaji krevni
burky (v databéazi ,genomesize“ bylo erytrocytl pouzito v 1742 ks ze 1823, fcm
400 ryb). V naprosté vétsine se autofi zminuiji o pouziti heparinu pfi ziskani vzorku
krve. Je tak mozné, Zze udavané kolisani naméreného obsahu DNA v rdmci
jednoho druhu mdze ¢aste¢né souviset i s ovlivnénim hodnot kontaminaci vzorku
heparinem.

V pripadé potreby stanoveni pouze stupné ploidie (obvykle rozliseni di- a tri-
ploidnich jedinct, kdy se jedna o rozdily v mnoha desitkach procent), nemusi byt
toto zasadni, v pripadé studii zamérenych na porovnani obsahu DNA (Ci studiu
tetra- a vice ploidnich jedinct) mUze predstavovat problém.

Je tfeba pripomenout, Ze hodnota ziskana pomoci pritokového cytometru je
relativni a pro ziskani hodnot absolutnich je tfeba pouzit srovnavaciho standardu.
Pokud i timto standardem je opét krevni vzorek (coz neni neobvyklé), chyba
zpUisobena pouZitim heparinu se mdze dale zvySovat.

Pri stanovaniobsahu DNA z krevniho vzorku je proto tfeba doporucit pouziti, je-li to
nezbytné, co nejmensi mnozstvi heparinu, resp. zvysit objem odebrané krve,
nejlépe ovéem, je-li to mozné, heparin pri odbéru krve pro pritokovou cytometrii
nepouzivat.

5. Novost metodiky

V soucasné dobé neni k dispozici adekvatni zdroj literatury zabyvajici se ucelené
problematikou vzork( vyuZivanych v ramci detekce velikosti genomu ryb pomoct
pratokové cytometrie. V ramci metodiky byly ovéreny vybrané postupy tematicky
spadajici do pripravy vzorkl, které se v pribéhu predchozi mnohaleté préaci
na pritokovém cytometru ukazaly jako vyznamné. Metodika shrnuje faktory
odbéru vzorkd, rozdily ve vysledcich pri méfeni jednotlivych tkani (ploutev, sval,
krev) a na zakladé ucelené série méreni udava rozdily v zachovani kvality vzorkd
pri pouziti rznych druh fixazi (formaldehyd, alkohol, zmrazeni).
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6. Popis uplatnéni

Predlozena metodika je uréena pro praktické vyuZiti jednak pii analyze vzorkd ryb
na prdtokovém cytometru, ale i pfi odbéru téchto vzorkd, a to jak z v rdmci chovu
ryb, tak i v ramci vyzkumu. Uplatnénitak mdZe najit jak napiiklad u producentc ryb,
organizacemi zabyvajicimi se vyzkumem nebo vyukou, veterindrmi praxi nebo
ivramciochrany ryb.

7. Ekonomickeé aspekty

K ekonomickym pfinosdim vyuziti metodiky patfi zejména zamezeni ztrat
zpUisobenych nespravnou intepretaci vysledkd, a to jak v produkéni sfére
(vyznamné zejména pii vybéru generacnich ryb ¢i kontrole potomstva) tak v oblasti
vyzkumu. Dojde tak k omezeni néklad(l a Gasu na potifebné kontrolni analyzy
vzork(. | kdyz jsou naklady na analyzu jednoho vzorku ve srovnani s jinymi
molekularné-genetickymi metodami pomeérné nizké, presto predstavuji sumu
cca 30-50 K¢ (specialni jednorazové zkumavky, sitka, barvici a distici roztoky,
obsluha pfistroje). U skupiny nékolika desitek analyzovanych vzork( to tak
znamena ztratu v fadu stovek az tisic korun. Celkovy ekonomicky pfinos
pro jednotlivé uzivatele metodiky Ize odhadnout podle poctu analyzovanych
vzork( a naro¢nosti na jejich ziskavani a laboratorni zpracovani na nékolik desitek
tisic korunro¢né.
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