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Abstrakt

Formaldehyd je Siroce pouzivané fixa¢ni ¢inidlo. Jeho vyhodou je nizka cena, jednoduché
pouziti a vyborné fixacni vlastnosti, pfedevS§im rychlé pronikani do tkani, dobré
zachovavani morfologickych struktur tkan¢ a kompatibilita s ndslednymi histologickymi
analyzami. Jeho nevyhodou jsou vSak negativni U¢inky na nukleové kyseliny. Vlivem
jeho pusobeni dochazi k modifikaci primarni struktury deoxyribonukleové kyseliny
(DNA, z angl. deoxyribonucleic acid), jeji fragmentaci a vzniku vazeb na proteiny, které
znesnadiuji izolaci takovéto DNA. Mira negativnich G¢inki formaldehydu je zéavisla na
mnoha faktorech. V této praci byl zkouman vliv chemického slozeni roztoku
formaldehydu (fedéni roztoku, pfitomnost pufru ¢i kyseliny mravenéi) a vliv délky fixace.
Posuzovano bylo mnozstvi DNA a mira fragmentace DNA ziskané z fixovanych tkani, a
to metodou kvantitativni polymerdzové fetézové reakce, fluorescencnim stanovenim
koncentrace DNA a pomoci ¢ipové elektroforézy na piistroji bioanalyzér Agilent 2100.
Kvalita a kvantita ziskané DNA byla nasledn¢ otestovana také pfti stanoveni DNA profilu
pro identifikacni ucely analyzou STR (tandemova opakovani kratkych motivi; z angl.
short tandem repeats). Z vysledt vyplyva, Ze nejvhodnéj$im z testovanych roztoka
formaldehydu je pufrovany 4% formaldehyd, ktery poskytoval dostate¢né mnozstvi DNA
o potfebné kvalité. Ostatni varianty roztoku formaldehydu (nepufrovany 4% roztok,
nepufrovany 36% roztok, roztok s ptidavkem kyseliny mravenci ¢i hydroxidu sodného)
zhorSovaly kvalitu a kvantitu ziskané DNA vice nez 4% pufrovany formaldehyd. Dale se

ukazalo, ze ¢im déle je tkan fixovana, tim nizsi vytézky a meéné kvalitni DNA lze ziskat.

Klicova slova: FFPE, formaldehyd, kvalita, DNA, fixace



Abstract

Formaldehyde is widely used fixative. Its advantages are low cost, simplicity of use and
good fixation traits, which are fast tissue penetration, good preservation of morphological
structures and compatibility with downstream histological applications. Formaldehyde
disadvantages are negative effects on nucleic acids. Formaldehyde solutions modify
primary structure of deoxyribonucleic acid (DNA), fragment DNA and create protein-
DNA covalent bonds that hinder DNA isolation procedures. Level of negative effects of
formaldehyde is dependent on many factors. Effect of formaldehyde chemical
composition (formaldehyde dilution, presence of buffer or formic acid) and effect of
fixation length were studied in this work. On DNA extracted from fixed tissues, DNA
quantity and level of DNA fragmentation were studied by quantitative polymerase chain
reaction, fluorescence assay for DNA quantification and by on-chip electrophoresis on
bioanalyzer Agilent 2100. Quality and quantity of acquired DNA were tested by DNA
profile determination for identification purposes using STR (short tandem repeats)
analysis. Results show that of all tested fixatives, buffered 4% formaldehyde is the most
suited solution in regards of sufficient amount of DNA and sufficient DNA quality. Other
formaldehyde variants (non-buffered 4% formaldehyde, non-buffered 36% formaldehyde
and formaldehyde solutions with addition of formic acid or sodium hydroxide) worsened
quality and quantity of acquired DNA more than buffered 4% formaldehyde. It was also

shown that the longer the tissue is fixed the less DNA in worse quality is obtained.

Keywords: FFPE, formaldehyde, quality, DNA, fixation
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Seznam pouzitych zkratek

DNA
FFPE

FRET

PCR
PNA
PMI
gPCR

RNA

SDS

SNP

STR

36NF

ANF
ANF+K
ANF+NaOH
4PF
APF+K

deoxyribonukleova kyselina; z angl. deoxyribonucleic acid

(tkan) fixovana formalinem, zalitd do parafinu; z angl. formalin-fixed,
paraffin-embedded (tissue)

fluorescen¢ni rezonan¢ni pienos energie; z angl. fluorescence resonance
energy transfer

polymerazova fetézova reakce; z angl. polymerase chain reaction
peptidova nukleova kyselina (z angl. peptide nucleic acid)

posmrtny interval, post mortem interval

kvantitativni  polymerazova fetézova reakce; zangl. quantitative
polymerase chain reaction

ribonukleova kyselina; z angl. ribonucleic acid

dodecylsiran sodny; z angl. sodium dodecyl sulfat

jednonukleotidovy polymorfismus; z angl. single nucleotide polymorphism
tandemova opakovani kratkych motivii; z angl. short tandem repeats

36% (v/v) nepufrovany formaldehyd

4% (v/v) nepufrovany formaldehyd

4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci

4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym

4% (v/v) pufrovany formaldehyd

4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci



1 Uvod a cile prace

Fixace tkani je zdkladnim procesem pouzivanym pro dlouhodobé uchovani tkani. Uéelem
fixace je zabranit samovolnym autolytickym procestim, a umoznit tak naslednou analyzu
dané tkan¢ v co nejméné zménéném stavu. S rozvojem molekularné biologickych metod
zacaly fixované vzorky predstavovat nejen material pro zejména mikroskopickou
analyzu, ale také zdroj materialu pro analyzu nukleovych kyselin: ribonukleové kyseliny
(RNA, z angl. ribonucleic acid) a deoxyribonukleové kyseliny (DNA, z angl.
deoxyribonucleic acid).

V soucasné dob¢ je nejcastéji pouzivanym fixa¢nim Cinidlem formaldehyd. Jeho
pouziti ma na kvalitu (fragmentace ¢i vyizolované mnozstvi) nukleovych kyselin fadu
negativnich u¢inki. Tyto negativni uCinky vSak mohou byt alespoil do jisté miry
potlaceny. Jednou z moznosti, jak ziskat nukleové kyseliny o vyssi kvalité, je
optimalizace fixa¢niho procesu. Ta mize byt zaméfena napiiklad na chemické slozeni
formaldehydu, dobu jeho piisobeni na tkan ¢i teplotu, béhem niz fixace probiha. Druhou
variantu optimalizace ptfedstavuje proces izolace nukleovych kyselin z fixované tkané.
V tomto piipadé je dilezitd volba samotné izolacni metody a piipadné nastaveni

podminek, za kterych probiha.

Cile diplomové prace byly nasledujici:
1) V reSerSni Casti zmapovat moznosti optimalizace procesu fixace tkani
formaldehydem a optimalizace procesu izolace DNA z tkani fixovanych
formaldehydem vzhledem ke kvalité ziskané DNA a shrnout metodické

ptistupy méfeni kvality DNA

2) V experimentalni ¢asti urcit vliv chemického slozeni roztoku formaldehydu

a vliv délky fixace na kvalitu a kvantitu nasledn¢ izolované¢ DNA
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2 Literarni prehled

2.1 Fixace tkani

2.1.1 Princip fixace tkani

Fixace tkani je proces rychlé denaturace bilkovin pomoci fixa¢nich faktorti a ¢inidel. Jeho
cilem je zabranit samovolnym autolytickym procestim v buiikach a tkanich, a uchovat tak
bunécné struktury a t€lni tkdné v co nejptirozenéj$im stavu (Vacek, 1996).

Fixované tkdn¢ mohou byt vyuzity k histologickému barveni, imuno-
histochemickému barveni, in situ hybridizaci, hmotnostni spektrometrii ¢i izolaci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA, zangl. deoxyribonucleic acid) a ribonukleové
kyseliny (RNA, z angl. ribonucleic acid) (Grizzle, 2009).

Kvalita zafixované tkan¢, kterd zdsadn¢é ovliviiuje moznost izolace DNA z
fixovaného vzorku, zavisi na mnoha faktorech. Ty lze rozdé€lit na faktory prefixacni,

faktory spojené s fixaci a faktory postfixa¢ni (Srinivasan et al., 2002).

2.1.1.1 Prefixacni faktory

Prefixacnimi faktory se mysli jevy plisobici na tkan od chvile jejiho vyjmuti z organismu
po moment zapoceti fixace. V zavislosti na typu tkané staci i deset minut nedostate¢ného
okysli¢eni a v bunice zane dochazet k vyznamnym biochemickym zménam, které
v disledku vedou k buné&éné smrti (Kingsbury et al., 1995). At uz se jedna o nekrozu ¢i
apoptozu, oba tyto procesy ovliviiuji (byt’ rozdilng) kvalitu izolovatelné DNA (Didenko et
al., 2003; Nagata, 2000; Zhang et Xu, 2000). Je tieba si také uvédomit rozdil vyjmuti
tkané z zivého organismu a z organismu jiz mrtvého (tkan v mrtvém téle se zpravidla

nachazi v anoxickém stavu jiz pred vyjmutim).

2.1.1.2 Faktory spojené s fixaci

Mezi faktory spojené s fixaci patii fixacni faktory a ¢inidla pouzita pro fixaci vzorku a
podminky, za kterych fixace probiha. Jedna se zejména o délku fixace, teplotu, pH a
objem fixacniho ¢inidla (Helander, 1994; Hewitt et al., 2008).

Fixa¢ni cinidla musi spliiovat nasledujici vlastnosti. Pfedné by meéla dobie

zachovéavat strukturu bun€k a tkani a zaroven co nejméné ovliviiovat anatomii a chemii
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fixované¢ho vzorku (k uréitym zménam vlivem fixacniho cinidla vSak dochdzi vzdy a
zabranit tomuto d¢ji nelze). Déle by méla rychle pronikat do tkang€, aby zabranila autolyze
v celém objemu a také by méla zachovat barvitelnost tkané pro mikroskopickou analyzu.
Fixacni ¢inidla a faktory délime na fyzikalni (vysoké ¢i nizké teploty) a chemické (Vacek,
1996).

Chemické fixacni déle ¢lenime na ¢tyfi hlavni druhy: aldehydy, které zptsobuji
cross-linkovani bunéénych makromolekul (formaldehyd, glutaraldehyd); oxida¢ni ¢inidla
také zpusobujici cross-linkovani (oxid osmicely); ¢inidla zaloZzena na alkoholech, ktera
denaturuji proteiny odvodnénim (ethanol, methanol) a fixa¢ni ¢inidla obsahujici kovovy
prvek, tvofici nerozpustné srazeniny s bunéfnym materialem (chlorid rtutnaty)
(Thavarajah et al., 2012).

V dne$ni dobé je nejrozsifenéjSim fixatnim cinidlem 10% neutralni pufrovany
formol (Srinivasan et al., 2002). Vzhledem k zaméfeni prace bude tomuto fixaénimu

¢inidlu v textu vénovan dalsi prostor.

2.1.1.3 Postfixacni faktory

Mezi nejvyznamnéjsi postfixacni faktory patii doba a podminky skladovani zafixované
tkané. Bylo ukdzano, Ze v ¢ase dochazi ke snizeni detekovatelného mnozstvi DNA.
V ptipadé€ teploty skladovani neni zndmo, zda by uchovavani fixované tkané za urcitych
teplot mohlo zabranit degradaci DNA. Optimalnich podminek p#i uchovavani fixovaného
vzorku by vsak teoreticky mohlo byt dosazeno pouzitim vakua, které by branilo oxidaci

vzorku (Srinivasan et al., 2002).

2.1.2 Formaldehyd

Prvenstvi objevu formaldehydu (CH20, systematicky ndzev methanal) jakozto fixa¢niho
¢inidla se pfipisuje k roku 1893 Ferdinandu Blumovi, byt’ formaldehyd byl znam od roku
1859 diky Alexandru Butlerovovi (Fox et al., 1985; Puchtler et Meloan, 1985).

Diivody, proc¢ je formaldehyd stale Siroce pouzivan, jsou jeho cena, relativné dobra
dostupnost a predevsim spliiuje pozadavky na dobré fixacni cinidlo: velmi dobie
zachovava anatomii velké vétSiny tkdni, velmi rychle pronik4 do celého objemu vzorku
(nicmén¢ samotné zafixovani trva podstatné déle) a vyznamné neinterferuje s barvicimi
metodami, a tedy ani s naslednou mikroskopickou analyzou. Zaroven neni uzivatelsky

narocny, napiiklad nemize snadno dojit k , prefixovani“ apod.
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Pii pouziti formaldehydu v histologii musime brat na zietel specifickou
nomenklaturu. Za prvé, nasyceny roztok formaldehydu nazyvame formolem ¢i
formalinem (100% formol ¢i 100% formalin), pfi¢emz se jedna o dva rtizné nazvy pro
stejny roztok. Za druhé, nasyceny roztok formaldehydu ve vodé je nasyceny jako 40%,
vyjadiujeme-li procentualni podil jako hmotnost/objem, a jako 37%, vyjadiujeme-li
procentudlni podil jako hmotnost/hmotnost. Mnozstvi formaldehydu je v obou ptipadech
stejné, pokazdé se tedy jedna o stejny nasyceny roztok, pouze se li§i vyjadieni
procentudlniho podilu formaldehydu v roztoku. Hovotime-li tedy o 10% formolu, méame
na mysli 4% roztok formaldehydu (jelikoz 100% formol je 40% formaldehyd, kde 40%
formaldehyd je nasycenym roztokem (vyjadifujeme-li procentualni podil jako
hmotnost/objem)). Pravé 4% roztok formaldehydu se pouziva k fixaci tkani.

Ptfi vySSich koncentracich formaldehyd samovolné polymerizuje, cemuz se
zabranuje pfidavanim alkoholu (nejéastéji 10% methanolu), ktery slouzi jako inhibitor
této reakce.

Dalsi vlastnosti formaldehydu je jeho pfeména ve vodném prostiedi na
methylglykol (CH,(OH);). Chemicka rovnovaha tohoto procesu je naklonéna silné ve
prospéch methylglykolu, a ten se tudiz nachazi ve vodnych roztocich formaldehydu v
relativné vysokych koncentracich. Zpét na formaldehyd se methylglykol preménuje
odebiranim formaldehydu z roztoku prostiednictvim jeho vyvazovani do fixované tkang.
Toto postupné ,dopliiovani“ formaldehydu je divodem jeho relativné nizké fixacni
rychlosti (Fox et al., 1985).

Posledni vyraznou vlastnosti formaldehydu je jeho pfeména na kyselinu mravenci
(CH,0,), jejiz pritomnost pii fixaci zhorsuje kvalitu histologickych preparati. K pfeméné
na kyselinu mravenci dochdzi samovolné oxidaci a neutralizuje se pfiddnim uhli¢itanu
véapenatého (CaCOg), uhli¢itanu hotecnatého (MgCOs3), fosfatovymi solemi ¢i precisténim
na iontoméni¢i. Kyselina mravenci se vyskytuje jiz ve formaldehydu zakoupeném z
vyroby, kontaminaci tudiz musime ptfedpoklddat vzdy, pokud ji sami aktivné
neodstranime ¢i nepfedchazime. Dal§i moznosti je pfiprava cerstvého formaldehydu
ptimo z paraformaldehydu, tedy polymerizovaného formaldehydu (v takovém ptipade je
koncentrace kyseliny mravenc¢i o fad niz§i nez u standardniho 4% pufrované¢ho
formaldehydu) (Fox et al., 1985).

Samotny mechanismus fixace formaldehydem spocivd ve  vytvareni
intramolekularniho a intermolekularniho cross-linkovani. NejcastéjSim jevem je vznik

methylenového mitistku mezi postrannimi fetézci aminokyseliny lysinu. K dal§imu cross-
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linkovani mtize dochazet také mezi dal$imi aminokyselinami a biomolekulami. Fixace
formaldehydem neovliviiuje sekundarni a terciarni strukturu proteind a vzniklé cross-

linkovani a funkce proteind jsou vratné ucinkem zvySené teploty (Howat et Wilson,
2014).

2.1.2.1 Priprava FFPE bloc¢ki

Vzorky fixované formalinem a zalité do parafinu (tzv. FFPE blocky, z angl. formalin-
fixed, paraffin-embedded) jsou tkané, které prosly fixaci ve formaldehydu, nasledné byly
odvodnény (parafin neni misitelny s vodou) a napustény roztokem misitelnym s
parafinem (obvykle xylen). Ten nasledné¢ pomdha parafinu prostupovat do tkané.
Takovyto blocek muze byt uchovavan desitky let v pokojové teploté bez vyrazné
degradace archivované tkan€. Samotné zaliti vzorku do parafinu by nemélo mit vyrazny
vliv na kvalitu biomolekul. Nicméné doporucuje se pouZiti parafinu tajiciho pti nizSich
teplotach, protoze vysokd teplota by negativni vliv na kvalitu biomolekul mit mohla
(Hewitt et al. 2008).

Protokolii, podle kterych tento proces probiha je velmi mnoho a prakticky kazdé
patologické ¢i 1ékafsko-soudni pracovisté ma svilij vlastni. Soucasti této prace bylo také
zjiStovani protokolti na ptipravu FFPE. Shrnuti informaci ziskanych z protokoll je
uvedeno v Tabulce P1 (Ptfiloha, str. 69) a reprezentativni vybér téchto protokold se
nachazi v Tabulce P2 (Ptiloha, str. 70).

2.1.2.2 Formaldehyd a jeho piisobeni na DNA

Pokud chceme tkan fixovanou formaldehydem vyuzit jako zdroj DNA, musime vzit
v avahu, ze formaldehyd s DNA chemicky reaguje, a tim ji negativné ovliviuje.
Konkrétné dochazi ke zméné primarni sekvence, fragmentaci, cross-linkovani s
biomolekulami a obecné ke zhorSeni izolacnich mozZnosti DNA. Z tohoto divodu existuji
snahy nahradit formaldehyd modernimi fixa¢nimi ¢inidly, ktera by poskytly stejné
histologické vysledky jako formaldehyd, ale zarovenl by byly SetrnéjSi k nukleovym
kyselinam (Belloni et al., 2013; Howat et Wilson, 2014; Staff et al., 2013).

Existuji Ctyfi typy chemickych interakci mezi formaldehydem a DNA. Vlivem
prvnich dvou dochézi ke cross-linkovani jednotlivych molekul ¢i fragmenti DNA s DNA
a proteiny. Molekula formaldehydu se nejdfive vaZe (mechanismem chemické adice) na
dusik baze nukleové kyseliny, a vytvaii tak hydroxymethylovou skupinu. Tato N-

hydroxymethylova skupina nasledné elektrofilné atakuje dalsi bazi nukleové kyseliny, a
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vytvaii tak methylenovy mistek mezi dvéma aminoskupinami dvou bazi. Obdobné
vznika methylenovy miustek také mezi DNA a proteiny. Formaldehyd dale zpisobuje
hydrolyzu N-glykosidické vazby, coz vede k uvoliiovani purint a pyrimidind z molekul
DNA. V neposledni fadé pak formaldehyd zptusobuje hydrolyzu fosfodiesterové vazby, a
tim molekulu DNA $tépi na fragmenty (Douglas et al., 1998; Srinivasan et al., 2002).
Nicméné je potieba mit na paméti, Zze piestoze vySe popsanou degradaci DNA
zpusobuje formaldehyd sam o sobé, nemusi byt nutné jejim jedinym zdrojem. Jak je
uvedeno v kapitole 3.1.2, formaldehyd se pfeménuje na kyselinu mravenci. Kyselina
mravencéi snizuje pH roztoku formaldehydu a toto nizké pH zpisobuje hydrolytické
degradacni procesy, tedy uvolilovani purinii a pyrimidini z molekul DNA a Stépeni

fosfodiesterové vazby (Koshiba et al., 1993; Williams et al., 1999).

2.1.2.3 Faktory ovliviiujici formaldehydovou fixaci ve vztahu k DNA

Negativni G¢inky formaldehydu na DNA mohou byt do jist¢ miry ovlivnény nastavenim
podminek, za kterych fixace probihd. Jako hlavni faktory jsou nejcastéji uvadény délka
fixace, teplota, béhem niz fixace probiha, ¢i chemické slozeni a pH pouzitého
formaldehydu a v neposledni fad¢ je dulezity i typ tkané, kterou fixujeme.

Jednim z faktorti, které hraji roli, je tkan samotnd. Tkéané s vysSi bunécnou
proliferaci jsou vice postihovany negativnimi u¢inky fixace formaldehydem, jelikoz
replikujici se DNA je obecné vice nachylna ke Skodlivému chemickému a fyzikalnimu
pusobeni (Dutta et al., 2012; Khoja et al., 2012).

DalSim faktorem je délka fixace formaldehydem. Vysledky studii ukazuji, Ze ¢im
déle ptsobi formaldehyd na DNA, tim vice dochédzi k jejimu cross-linkovani (Khoja
etal., 2012), coz muze zpisobovat nizsi kvalitu vyizolované DNA (Ferrer et al., 2007).
Delsi pusobeni formaldehydu na DNA vsak nevede pouze k vyssi mife fragmentace DNA
a niz§im vytézklm, snaze také miize dochazet k zméné primarni struktury DNA (Karlsen
et al., 1994). V zavislosti na typu nasledné analyzy a dalSich podminek, jako je napiiklad
velikost vzorku ¢i zplisob extrakce DNA z fixovan¢ho vzorku, se tyto negativni G¢inky
formaldehydu mohou projevit jiz po 6 hodinach fixace (Ben-Ezra et al., 1991).

Teplota fixace je dalsim faktorem. Standardné se fixace provadi za pokojové teploty
(25 °C), nicméné bylo ukazano, Ze fixace za nizké teploty (4 °C) poskytuje podstatné
mén¢ degradovanou DNA (Bussolati et al., 2011; Tokuda et al., 1990).

Poslednim dtlezitym faktorem jsou chemické parametry formaldehydu. Tkané

fixované¢ chemicky oSetienym (pufrovanym) formaldehydem jsou IlepSim zdrojem
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nukleovych kyselin nez vzorky fixované formaldehydem, ktery pufrovany neni. Tato
skuteCnost se projevuje zejména u vzorkl, které jsou ve formaldehydu fixovany po
dlouhou dobu — az mésice ¢i roky. Pravdépodobné protoze pii pouziti nepufrovaného
formaldehydu dochazi k dlouhodobému pfibyvani kyseliny mravenéi v roztoku, a tudiz
snizovani pH roztoku, coz vyznamné pfispiva k degradaci DNA. Pufrovany formaldehyd
je alespon do urcité miry schopny potlacovat zmény v pH roztoku (Ferrer et al., 2007;
Greer et al., 1991; Hewitt et al., 2008; Thavarajah et al., 2012).

2.2 lzolace DNA z FFPE blockii

Ackoli vlivem fixace dochazi k modifikaci a degradaci DNA, poskytuji FFPE blocky
material, z néhoz Ize provést extrakci nukleovych kyselin. Poprvé se DNA z FFPE blockl
podatilo vyizolovat za pouziti proteindzy K a dodecylsiranu sodného (SDS, z angl.
sodium dodecyl sulfat), jakozto hlavnich ¢inidel, v roce 1985. Bylo prokazano, Ze takto
ziskanou DNA je mozné S§tepit restrikénimi endonukledzami a nasledné hybridizovat
s DNA sondami (Dubeau et al., 1986; Goelz et al., 1985).

Zakladni kroky extrakce DNA z FFPE bloc¢ku vychazejici z ptivodniho protokolu
dle Goelz et al. (1985) a Dubeau et al. (1986) se pro izolaci DNA pouzivaji dodnes.
Existuje vSak zarovel mnoho variant a komercnich kit, které umoziuji ziskat co
nejkvalitnéj$i vzorek DNA v zavislosti na jeho dalS§im vyuziti (tabulka kithh vhodnych pro

izolaci DNA z FFPE bloc¢ka je uvedena v Priloze jako Tabulka P1).

2.2.1.1 Pre-extrakéni oSetieni FFPE tkané

Podle ptvodniho protokolu je pro extrakci DNA nejprve nutné odstranit parafin, ve
kterém byla tkan zalita. Parafin miiZze byt odstranovan z celistvého blocku, vhodnégjsi se
vSak zd4 byt odstranovani parafinu z blocku, ktery se pfedem nafeze na tenké fezy
(Dubeau et al., 1986). Nejcastéji se k odstranéni parafinu pouziva xylen, jenz parafin
rozpous$ti a uvoliuje od tkadné. Pro dokonalé odstranéni parafinu je nutné tento krok
nékolikrat opakovat. Po odstranéni parafinu xylenem je tkan rehydratovana pomoci série
promyvacich kroka v ethanolu (postupné je pouzit 100%, 70% a 50% ethanol) a kratce
vysuSena (Goelz et al., 1985; Pikor et al., 2011). K odstranéni parafinu v§ak mohou byt
vyuzity i jiné pfistupy nez pouziti Xylenu, napt. pouziti mineralnich oleji ¢i mikrovin
(Banerjee et al., 1995; Lin et al., 2009).

Existuji také studie, které nepovazuji odstranéni parafinu za dulezité, nebo jej

nahrazuji jinymi postupy. Jedna se naptiklad 0 zahtati tkané ulozené v FFPE bloccich,
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bez predchoziho xylen/ethanolového kroku, na teplotu 98 °C v pufru obsahujicim Tris ¢i
zahtati na 120 °C v alkalickém roztoku. (Shi et al., 2002; Wu et al., 2002).

2.2.1.2 Extrakce DNA z FFPE blo¢ku

Byla publikovana cela fada metodickych pfistupt zabyvajicich se extrakci a purifikaci
nukleovych kyselin z FFPE bloc¢kt. Pivodni protokol izolace DNA dle Dubeau et al.
(1986) byl zalozen na pouziti proteinazy K a SDS. Proteindza K se pouziva k $tépeni
enzymu a proteinll, jako jsou napiiklad nukleazy, které by mohly zplsobit degradaci
DNA. SDS slouzi jako denaturac¢ni Cinidlo usnadiujici Sté€peni tkané, z niz se DNA
uvoliiuje. Nasledna purifikace DNA z tkanového lyzatu byla provedena pomoci
chloroform-izoamyl alkoholové extrakce, pii které dochazi k oddéleni DNA a RNA do
horni vodné faze od lipidl, proteinti a polysacharidl, které zlstavaji ve spodni organické
fazi. V dalsim kroku byl vzorek inkubovan s RNazou A a pronazou, aby se odstranila
RNA a zbylé proteiny. K odstranéni pouzitych enzymi a findlni izolaci Cist¢é DNA ze
vzorku byla na zavér pouzita fenolova extrakce (Dubeau et al., 1986; Pikor et al., 2011).

Mezi zakladni modifikace ptivodniho protokolu izolace DNA z FFPE blockua patii
zvySeni koncentrace proteindzy K, prodlouzeni casu Stépeni tkan€ proteindzou K ¢&i
zvyseni teploty pied, béhem nebo po tomto kroku (Dedhia et al., 2007; Duval et al., 2010;
Santos et al., 2009). Nékteré studie vSak enzymatické $tépeni tkané zcela vynechavaji a
pro izolaci DNA z FFPE blo¢kli doporucuji pouze zahtati vzorku na vysokou teplotu v
alkalickém prostiedi (Shi et al., 2002). Podle autort téchto studii by alkalicky roztok a
vysoké teploty mély vést k rozpadu bunééné a jaderné membrany a k odstranéni cross-
linkovani mezi DNA a proteiny. Na druhou stranu je tieba zminit, Ze i€¢inkem samotné
vyssi teploty dochazi k degradaci DNA, a proto je tento krok potieba optimalné nastavit
(Lindahl, 1993).

Mezi dalsi modifikace plivodniho protokolu patii uprava sloZeni lyza¢niho puftu.
Pro zvySeni vytézka extrakce DNA lze piidat latky, které pomahaji odstranit
formaldehyd, jenZ se uvolnuje béhem extrakce nukleovych kyselin. Jedna se naptiklad o
detergenty, jako je glycin (Shedlock et al., 1997).

K odstranéni pouzitych enzymi ¢i jinych kontaminujicich proteinii nemusi byt
pouzito pouze fenolové extrakce, ale proteiny mohou byt ze vzorku odstranény také
vysolenim, napiiklad saturovanym roztokem chloridu sodného (Howe et al., 1997).

Dalsi alternativu izolace DNA z FFPE blockut predstavuje metoda zaloZena namisto

na organické purifikaci na vyuziti silikatovych partikuli ¢i kolonek nebo na polymernim
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materidlu, ktery oddé€luje DNA od degradacnich enzymi a jinych kontaminujicich

latek (Boom et al., 1990; Legrand et al., 2002; Walsh et al., 1991; Wickham et al., 2000).

2.2.1.3 Post-extrakéni uprava DNA izolované z FFPE blocku

Zcela jiny piistup optimalizace izolace DNA z FFPE blockl byl publikovan v roce 2003.
Jeho autofi pfed samotnou polymerazovou fetézovou reakci (PCR; z angl. polymerase
chain reaction) DNA vyizolované z FFPE tkan¢ nejprve zatadili pre-PCR krok opravy
DNA. Ten byl proveden pomoci Taqg DNA polymerazy, ktera opravila jednotetézcové
zlomy DNA, a tim doSlo k ziskani delSich DNA fragmentd pro samotnou PCR
amplifikaci (Bonin et al., 2003).

2.2.1.4 Vyhody a nevyhody jednotlivych postupii izolace DNA z FFPE
bloc¢ku

Existuje mnoho studii zabyvajicich se srovnanim ucinkl jednotlivych variant protokolu
izolace DNA z FFPE blockt. Tyto studie vSak Casto pfinadSeji rozdilné¢ zavéry. Na
vysledek izolace DNA z FFPE vzorku ma totiz zna¢ny vliv nejen zvolena izolacni
metoda, ale také mnohé parametry spojené s piivodni fixaci vzorku, jako druh tkang,
kvalita provedeni fixace ¢i délka a podminky skladovani daného vzorku (viz kapitola
3.1.1). Dal§im vyznamnym faktorem v hodnoceni u€innosti izolace DNA z FFPE blockt
je parametr, ktery pro hodnoceni pouzijeme. Nékteré metody naptiklad piindseji lepsi
vytézky DNA, jiné vyrazné zlepSuji Cistotu DNA, dal$i postupy mohou byt Setrnéjsi, a
tim zajistit izolaci delSich fragmenti DNA. Je tedy potieba brat ohled na to, k ¢emu
vyizolovanou DNA budeme dale poZivat a které z kritérii je pro nas klicové.

Nekteré srovnavaci studie povazuji za kriticky krok izolace DNA z FFPE blocku
odstranéni parafinu (Sengiiven et al., 2014), jiné naopak tento krok nepovazuji za
nezbytny, nebot’ neptinasi zadny benefit (Gilbert et al., 2007).

Jako jednozna¢né vyhodné se jevi zafazeni delSiho inkubacniho Casu pii Stépeni
vzorku proteinazou K, a to az na 48-72 hodin. V disledku prodlouzeni lyza¢niho kroku
dochazi k lepsi amplifikovatelnosti DNA v PCR reakci, zaroven ale nedochazi k zvyseni
mnozstvi vyizolované DNA. Zda se tedy, Ze prodlouZeni Casu Stépeni vzorku ¢ini DNA
vice vhodnou pro naslednou PCR reakci, pravdépodobné odstranénim cross-linkovani
DNA (Gilbert et al., 2007). Nicmén¢ jiné studie zkoumajici vliv del§iho inkuba¢niho ¢asu
béhem stépeni tkan¢é z FFPE blockt zaznamenaly i vyssi vytézky DNA, pravdépodobné

se tak vramci pozitivniho vlivu na izolaci DNA uplatiiuji oba mechanismy
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(Paireder et al., 2013; Sengiiven et al., 2014). Podobné vyhodné se zda byt i pouziti vyssi
teploty béhem lyzovani vzorku, maximaln¢ vSak 65 °C, nebot vyssi teploty jiz
pravdépodobné vedou k degradaci DNA, a tim k ziskani nizsich vytézkiit DNA ze vzorku
(Gilbert et al., 2007; Paireder et al., 2013). Lepsi vytézky a amplifikovatelnost DNA byly
zaznamenany také pifi zahtati vzorku na vysokou teplotu (95 °C), ale az po jeho lyzovani
(Dedhia et al., 2007).

Naopak ne zcela jednozna¢né pozitivni vliv mélo zafazeni pre-extrakéniho zahiati
FFPE bloc¢ku na vysokou teplotu (okolo 98 °C) ¢i pouziti protokolu zalozeném na izolaci
DNA za vysoké teploty (100-120 °C) v alkalickém prostiedi. Ackoli obé modifikace
vedly k zisku dobie amplifikovatelné DNA v nasledné PCR reakci, u obou metod doslo
k negativnimu ovlivnéni jinych parametri. V piipadé zafazeni pre-extrakéniho zahtati
doslo k sniZeni G¢innosti multiplexové PCR a v pfipad€ izolace DNA ucinkem vysoké
teploty v alkalickém prostiedi doslo k snizeni mnozstvi vyizolované DNA (Gilbert et al.,
2007).

Ve srovnavacich studiich pfineslo jednoznacn€ negativni ucinek na
amplifikovatelnost DNA v PCR reakci ptidani glycinu do lyza¢niho pufru pouzitého na
izolaci DNA (Gilbert et al., 2007).

Dobrych vysledkil bylo dosazeno pouzitim komer¢nich kit na izolaci DNA z FFPE
tkan¢ zaloZenych na silikatovych kolonkéch, konkrétné QIAamp DNA izola¢nich kith od
vyrobce Qiagen. Jejich pouZitim byla ziskdna dobie amplifikovatelnda DNA a lepSich
vysledkt bylo dosazeno také v multiplexové PCR reakci (Gilbert et al., 2007; Sengiiven
et al., 2014). Pouziti komeréniho kitu bylo také nejvhodnéjsi variantou v ptipadé¢ izolace
DNA z dlouhodobé (vice nez 50 let) skladovanych vzorkt (Paireder et al., 2013). Ze
zavéru jiné studie se optimalni metodou pro izolaci a purifikaci DNA zda byt kombinace
komerénitho QIAamp DNA kitu spolu s fenol-chloroformovou extrakei. Fenol-
chloroformovy krok pravdépodobné zajiStuje odstranéni kontaminaci, které by mohly
negativné ovlivnit schopnost DNA vazat se na silikatovou matrix, a zaroven ob¢ metody
pravdépodobné zajist'uji odstranéni piipadnych inhibitor nasledné PCR reakce ze vzorku
(Farrugia et al., 2010).

Post-extracni oprava DNA pomoci Taq DNA polymerazy pfinesla vyrazné zlepSeni
amplifikovatelnosti DNA v PCR reakci, ackoli zaroven nebyly detekovany vyznamné
zmény ve velikosti fragmentd DNA. Zda se tedy, ze pre-PCR opravny krok umozni
opravy pouze drobnych poskozeni DNA nikoli vyraznych defekti DNA, jako pfedstavuje

fragmentace DNA. Zaroven je tieba uvést, Ze studie se nezabyvaji potencialni moznosti
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vzniku chyb v sekvenci DNA, ktera by pii opravé DNA v tomto kroku mohla vzniknout
(Gilbert et al., 2007).

2.3 Stanoveni kvality DNA vyizolované 7 FFPE blockii

Kvalita DNA vyizolované z FFPE blockii miize byt posuzovéna na zakladé rtiznych
kritérii, jako je mnozstvi, Cistota, integrita ¢i amplifikovatelnost DNA v pribéhu PCR
reakce. Pro ohodnoceni uvedenych parametri jsou vhodné rizné metody, idedln¢ potom
jejich kombinace, nebot’ jednotlivé metody casto nepodavaji dostatecné komplexni
informaci o kvalit¢ ziskané DNA. Porovnani jednotlivych metod pouzivanych pro
stanoveni vlastnosti DNA je uvedeno v Tabulce 1, zatazené na konec této kapitoly
(str. 25).

Uréeni kvality DNA nam umoznuje vybrat vhodny metodicky pfistup Vv dal$im
analyzovani DNA vzorku. Napfiiklad stanoveni miry fragmentace DNA je dulezité pro
nasledny vybér vhodné metody urceni profilu DNA pro identifika¢ni tcely. K tomuto
ucelu se standardné pouziva detekce tandemovych opakovani na DNA, tzv. STR (z angl.
short tandem repeats). AvsSak bylo ukazano, ze pro vysoce fragmentovanou DNA
(fragmenty krats$i nez 200 bp) je vhodnéjsi detekce mini-STR nebo jednonukleotidovych
polymorfismi, tzv. SNP (z angl. single nucleotide polymorphism), u detekce SNP je ale
potieba vzit v ivahu, Ze u tkani s delSim posmrtnym intervalem (PMI, post mortem
interval) muze dochédzet k zdméné bazi, coz ma zasadni vliv na vysledek analyzy

(Alaeddini et al., 2010; Hughes-Stamm et al., 2010).

2.3.1 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrického méfeni lze vyuzit k ur€eni koncentrace a cistoty vyizolované
DNA. Koncentraci Ize spektrofotometricky urcit fddoveé v pg/ml a stanoveni je zalozeno
na méteni absorbance pti 260 nm (absorbéni maximum pro DNA). Pro pfevod hodnot
absorbance na koncentraci DNA je vyuzito Lambert-Beerova zakona. Absorbance o
hodnot¢ 1 pii méfeni v lem kyveté odpovida piiblizné koncentraci 50 pg/mi
dvouretézcové DNA. K absorbanci pii 260 nm piispiva jednoietézcova 1 dvouretézcova
DNA, ale také RNA, ktera se vyskytuje ve vzorku, proto nenitakto stanovena
koncentrace DNA zcela ptesnd. Absorbance pii 320 nm by méla slouzit jako kontrolni

méfteni, nebot’ DNA neabsorbuje UV svétlo této vinové délky (Santella, 2006).
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Spektrofotometrického méteni Ize vyuzit také k urceni Cistoty vyizolované DNA. K
stanoveni kontaminace proteiny nebo RNA se poziva pomér absorbanci pti 260 nm a
280 nm (A260/A280) pro urceni kontaminace chaotropnimi solemi pomér absorbanci pfi
260 nm a 230 nm (A260/A230). Cistda DNA ma hodnotu A260/A280 rovnou 1,8, jako
akceptovatelné hodnoty se udava A260/A280 v rozmezi 1,8-2. Vyssi hodnoty ukazuji
na kontaminaci RNA, niz$i hodnoty potom na kontaminaci proteiny (Gallagher, 2001).

Vzorek DNA izolované z fixované¢ tkdn¢ byva casto alespon castecné cross-
linkovan s proteiny a vlivem izola¢nich procedur neziidka obsahuje dalsi latky a enzymy,
a proto je obecn¢ stanoveni koncentrace a Cistoty pomoci spektrofotometrie obtizné (Ahn

etal., 1995).

2.3.2 Fluorometrické metody

Fluorometrického stanoveni koncentrace DNA se vyuziva v ptipad¢, Ze vzorek obsahuje
velmi mald mnozstvi DNA. Citlivost metody umoziuje detekovat koncentrace DNA
pohybujici se fadové v ng/ml — pg/ml. Metoda je zaloZzena na méteni fluorescence
generované v piipadé inkorporace fluorescen¢ni barvy do dvoufetézcové DNA. Z toho
také plyne, Ze tento pfistup umoziuje detekovat pouze dvoufetézcové molekuly DNA.
Koncentrace DNA ve vzorku se stanovuje vzhledem ke kalibra¢ni kiivce tvofené z
definovanych koncentraci DNA. Na rozdil od spektrofometrie vSak fluorometrické
metody nepfinaseji informaci o Cistoté ziskané DNA (Santella, 2006).

Mezi plvodné pouZivané barvy patfil Hoechst 33258 a ethidium bromid.
Nevyhodou pouziti Hoechstu 33258 je skuteCnost, Ze se preferencné vaze do A-T
bohatych oblasti DNA. V piipadé ethidium bromidu nevyhodu piedstavuje fakt, Ze se
muze vazat i na jednofetézcovou DNA a RNA (Gallagher, 2001).

V dnesni dobé¢ patii mezi nejvyuzivanéjsi latky fluorescenéni barva SYBR Green ¢i
PicoGreen. Jejich vyhodou je, Ze po vazbé na DNA dochazi k vyrazné zméné jejich
fluorescen¢nich vlastnosti, pozadi méfeni (dané nenavazanou barvou pfitomnou ve
vzorku) je tudiz velmi nizké, déle jsou stabilni vici vysvécovani, selektivné se vazi na
dvouretézcovou DNA a kontaminace vzorku (jako jednofetézcovda DNA, RNA ¢i fenol)

nemaji na jejich vazbu vliv (Ahn et al., 1995).

2.3.3 Elektroforetické metody

Jednoznacnou vyhodou pouziti elektroforetickych metod pii hodnoceni kvality DNA

ziskané z FFPE blockil je informace o integrit¢ této DNA. K elektroforetickému
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stanoveni integrity DNA se vyuziva migrace vzorku DNA v agar6zovém gelu umisténém
v elektrickém poli. Vzhledem k tomu, ze DNA obsahuje negativné nabité fosfatové
skupiny, dochazi po umisténi DNA do elektrického pole k jeji migraci smérem ke
kladnému p6lu. Béhem migrace je celkovy DNA vzorek v gelu rozdélen na jednotlivé
fragmenty v zavislosti na jejich velikosti. Vizualizace jednotlivych fragmenti barvou,
kterd se vaze na DNA (napfiklad ethidium bromid ¢i jina fluorescen¢ni barva), poté
poskytne informaci o mife fragmentace DNA.

Tradi¢ni agardzové gely jsou vhodné pro analyzu fragmentii DNA v rozmezi 0,5—
25 kb pro analyzu mensich fragmentti je vhodnéjsi polyakrylamidova elektroforéza. V
zavislosti na velikosti fragmentd se pouziva nejéastéji 0,5-1,5% agardza (Lee et al., 2012;
Voytas, 2001).

Analyza DNA v agarézovém gelu také umoznuje stanoveni mnozstvi DNA. To
muize byt uréeno na zakladé porovnani intenzity vizualizovaného analyzovaného vzorku
DNA s intenzitou vizualizovaného standardu DNA, ktery vSak musi mit stejnou délku
jako analyzovana DNA. Ptesné&jsi vysledky poskytuje denzitometrické méfeni intenzity
vizualizovaného analyzovaného vzorku DNA a nasledné porovnani s kalibra¢ni k¥ivkou
tvotenou DNA o znamych koncentracich. Timto pristupem lze urcit nejlépe
mnozstvi DNA pohybujici se mezi 20 ng az 100 ng (Dorfman et al., 2013; de Jong et al.,
2011).

V dnesni dobé vSak existuji 1 alternativni pfistupy zalozené na elektroforetickém
méfeni, které poskytuji informaci nejen o stupni degradace vyizolované DNA, ale
zaroven také jednodusSe a presné stanovuji jeji koncentraci. Jedna se DNA elektroforézu
zaloZzenou na cipech, které jsou tvofeny skupinou mikrokanalkli, do nichZ je umistén
vzorek analyzované DNA. Podobné jako u klasické agarézové elektroforézy je DNA
elektroforeticky rozdélena na jednotlivé fragmenty na zakladé jejich velikosti. Nejvétsi
vyhodou ¢ipové elektroforézy je, Ze k méfeni staci velmi malé mnozstvi vzorku (az 1 pl 0
koncentraci DNA fadové ng/ml) a poskytuje zna¢né komplexni informaci o kvalit¢ DNA
(Dorfman et al., 2013; Mueller et al., 2000; Woolley et al., 1994).

2.3.4 Metody zaloZené na PCR

2.3.4.1 Princip kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (qPCR, z angl. quantitative polymerase chain reaction; oznacovana

také jako real-time PCR) se od klasického PCR 1isi pfedevS§im v odecitani informaci.
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Zatimco klasicka PCR podava informace pouze o konecném stavu reakce, qPCR
umoznuje sledovat jeji pribeh. gQPCR totiz kombinuje klasické amplifikovani DNA spolu
s méfenim odpovidajiciho nértstu fluorescence pomoci fluorescencénich sond ¢i barev.
Cyklus, ve kterém dojde k ptekroCeni stanovené miry fluorescence, nese oznaceni Ct
(cycle-threshold). Porovnanim Ct jednotlivych vzorkit DNA s hodnotou Ctznamého
mnozstvi referenéni DNA lze stanovit mnozstvi DNA v pivodnim vzorku. Takto vSak lze
stanovit pouze DNA, kterou je mozné v PCR amplifikovat. Niz§i hodnoty Ct naznacuji
vy$8i mnozstvi amplifikovatelného templatu DNA (Gilbert et al., 2007).

Prikladem casto pouzivanych fluorescen¢nich sond jsou TagMan sonda a
fluorescenéni barva SYBR Green 1. V piipadé TagMan sondy neboli hydrolytické sondy
nazyvame sondou oligonukleotid (nikoliv nutné viz Braasch et Corey, 2001), ktery ma k
sob& kovalentné ptipevnén fluorofor a jeho zhaSe¢. Fluorofor je pfipevnén k 5 konci a
zhase¢ je pripevnén k 3° konci oligonukleotidu. Takovéto umisténi zarucuje jejich
vzajemnou blizkost a umoziuje zhaSeCi neustale snizovat fluorescencni intenzitu
fluoroforu. Tento proces se nazyva fluorescencni rezonancni pienos energie (z angl.
fluorescence resonance energy transfer, FRET) (Stryer, 1978). Sonda ma takovou
primarni nukleotidovou strukturu, aby nasedala na nami zvolenou sekvenci cilové
molekuly DNA, kterou kvantifikujeme. Tuto cilovou sekvenci ohrani¢ime primery.
Metoda vyuziva 5'—3’exonukleazovou aktivitu nékterych polymeraz (pfedev§im Taq
polymerazy). Ne vSechny polymerazy s 5'—3" exonukleazovou aktivitou jsou vSak pro
tuto metodu vhodné (Kreuzer et al., 2000). Poté, co primery a sonda nasednou na cilovou
sekvenci, naseda pres primery polymeraza a syntetizuje nové vlakno DNA. Vzhledem k
tomu, Ze mezi primery se nachazi nasednutd sonda, je tato polymerazou odstranéna
(oligonukleotid je hydrolyzovan na samostatné nukleotidy) a na ni pfipevnény fluorofor
se zhaSeCem se od sebe vzdali a je-li fluorofor excitovan, je schopen vyzafovat signal do
okoli (tento neni pohlcovan zhaSeCem). Zaznamenani tohoto signalu zna¢i piitomnost
cilové molekuly, sila signalu pak vyjadiuje mnozstvi takové molekuly. Jako fluorofor se
pouziva napiiklad FAM (6-carboxyfluorescein), JOE (2,7-dimethoxy-4,5-dichloro-6-
carboxyfluorescein) ¢i  TET (tetrachloro-6-car-boxyfluorescein). TAMRA  (6-
carboxytetramethylrhodamin) se pouziva jako zhase¢ (Gibson et al., 1996; Heid et al.,
1996; Holland et al., 1991).

TagMan sondy mohou byt navic modifikovany. Modifikace sond slouzi piedevsim
k zménam teploty tani a teploty nasedani primerti. Zménime-li totiz afinitu

oligonukleotidové kostry primeru k cilové sekvenci (bez zmény samotné sekvence),
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muizeme volnéji upravovat délku primeru, a tim jeho teplotu tani a teplotu nasedani. Tyto
modifikace napiiklad zahrnuji spojeni oligonukleotidu s chemickou skupinou silné
vazajici maly Zlabek DNA dvousroubovice (Kutyavin et al., 2000) ¢i chemicky
syntetizovanou peptidovou nukleovou kyselinou (PNA, z angl. peptide nucleic acid),
kterd nahrazuje samotnou fosfodiesterovou kostru DNA a kterd ma k DNA vétsi afinitu
nez DNA samotna (Kubista et al., 2006).

SYBR Green I (N',N'-dimethyl-N-[4-[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-
yliden)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-N-propylpropan-1,3-diamin) je latka, ktera
ma vyrazné fluorescencni vlastnosti pouze pfi interakci s dvoufetézcovou molekulou
DNA, a jeji detekovatelna fluorescence se tedy zvySuje s celkovym mnozstvim
dvouietézcové DNA. Jedna se o nespecificky fluorofor, tato metodika tudiz nevyzaduje
zadnou konkrétni sekvenci (nicméné nespecifiénost neni absolutni (Zipper et al., 2004)) s
vyhodou, Ze jeho samotné pouziti je velmi trivialni (Simpson et al., 2000). Nevyhodou je
vsak pravé zminéna nespecificnost, kdy se fluorescence vzorku zvySuje nespecifickymi
PCR produkty i pouhymi primerovymi dimery. Nicméné tyto problémy jsou
kontrolovatelné (Ririe et al., 1997).

2.3.4.2 Stanoveni kvality DNA pomoci qPCR

Ke kvantifikaci DNA pomoci qPCR je na molekule DNA nutno vybrat spravné cilové
sekvence pro kvantifika¢ni primery a (pfipadnou) oligonukleotidovou sondu. Cilové
sekvence musi byt specifické pro lidskou DNA, aby nedochéazelo k interferencim v
pfipad€ smiSenych vzorkill.. Zaroven by cilova sekvence méla byt co nejméné variabilni
kvili univerzalnosti uziti. Sekvence by téZ méla byt rozumné kratka, s ptihlédnutim k
moznostem systému (pouzitd polymeraza, piipadna kontaminace apod.). V neposledni
fadé jsou vyhodné takové sekvence DNA, jejichz lokusy se v lidském genomu nachazeji
ve vys§im poctu. Piikladem takovychto sekvenci jsou: Alu sekvence, STR sekvence ¢i
lidsky gen RB1 (human retinoblastoma susceptibility gene). Citlivost této metody je v
nékterych ptipadech az 1 pg ¢i 1 az 100 molekul DNA. Kvantifikace se da provadét v
nékolika nastavenich. Mize probihat v soucinnosti s ur¢ovanim miry degradace molekul
DNA, muize specidlné urcovat mnoZzstvi pfitomné muzské DNA (sekvence na Y
chromozomu) nebo miZeme urcovat mnozstvi mitochondridlni DNA (pouzivd se v
piipadé nedostateéné genomické DNA) (Andréasson et al., 2002; Hudlow et al., 2008;
Nicklas et Buel, 2003; Walker et al., 2003).
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Upravou nastaveni PCR lze zjistit stupeii fragmentace molekul DNA a délku
amplifikovatelnych fragmentt. V tomto pfipadé se vyuziva tzv. multiplex PCR. Tato
metoda je zalozena na pouziti dvou a vice dvojic primeri pro amplifikaci amplikond 0
ruznych délkach, ty se mohou lisit o desitky (Hudlow et al., 2008) az stovky part bazi
(Deagle et al., 2006). Stupen fragmentace DNA se nasledné urCuje z poméru zastoupeni
amplifikovanych sekvenci, vyssi pomér ve prospéch kratSich sekvenci pfitom ukazuje na
vyS$$i miru degradace DNA (Swango et al., 2006).

Prib¢h reakce pak nepfimo vypovida o Cistoté vzorku, ponévadz nékteré latky
pouzité pro fixaci nebo naslednou izolaci DNA pusobi jako inhibitory PCR (Gilbert et al.,
2007).

V piipad¢, ze stanovujeme kvalitu DNA z FFPE block, je potieba mit na paméti,
7e tyto vzorky Casto nejsou zcela vhodné. Vliv na PCR analyzu DNA vyizolované z FFPE
blo¢ku maji predevsim nasledujici skute¢nosti popsané vyse v textu. Za prvé, nukleové
kyseliny jsou v dusledku fixovani tkédn¢ formaldehydem vyrazné modifikovany
(ptedevS§im se jednd o cross-linkovani DNA s proteiny). Za druhé, v analyzovaném
vzorku mohou byt pfitomny latky, které¢ inhibuji amplifikaci DNA (napiiklad formalin).

Za tieti, je zde moznost kontaminace vzorku béhem izolace DNA.

Tabulka 1: Porovnani metod uréovani kvality DNA. Tabulka shrnuje metodické pfistupy na méteni
kvality DNA a jejich limitace.

Metody

Spektrofotometrické | Fluorometrické | Elektroforetické Elektr((éfi;r)etlcke PCR
o Y B B 5—-500 pg/ul a
é Mnozstvi > 5 pg/ml 25 pg/ml — 1 pg/ml| 20 -100 ng 0.1 - 50 ng/ul <25 pg
E’ Lze
Z | Cistota Lze Nelze Nelze Nelze (inhibice
= PRC)
>
Q Stupeni Lze
>
S [fragmentace Nelze Nelze Lze Lz (amplikon)
3 —
@ | Amplifikov Nelze Nelze Nelze Nelze Lze

atelnost
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3 Material a metody

3.1 Material

3.1.1 Pristroje

Bioanalyzér Agilent 2100, Agilent Technologies, USA

Centrifuga 5415 R, Eppendorf, Némecko

Centrifuga MiniSpin, Eppendorf, Némecko

DNA analyzér ABI PRISM 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA
Koncentrator 5301, Eppendorf, Némecko

Laboratorni lednice kombinovana s mrazakem Mediline, Liebherr, Némecko
Laboratorni mrazak Mediline, Liebherr, Némecko

Laboratorni vahy KERN 572-31, KERN & SOHN, Némecko

PCR cyklér Mastercycler nexus gradient, Eppendorf, Némecko

Pracovni stanice Ultraviolet sterilizing PCR workstation, UVP, USA

Real Time PCR cyklér Mastercycler system ep realplex, Eppendofr, Némecko
Spektrometr BioSpectrometer, Eppendofr, Némecko

Stitkova¢ BMP 51, Brady, USA

Ttepacka Thermomixer Comfort, Eppendorf, Nemécko

Vortex PV-1, Grand Instruments, Velka Britanie

Vortex V-1, Biosan, Litva

3.1.2 Pouzité chemikalie

DNA standard pro gPCR SRM 2372 Human DNA Quantitation Standard, NIST, USA
DNAgard Tissue, Biomatrica, USA

Ethanol (EtOH) absolutni p.a., PENTA, CR

Formaldehyd 36% (v/v) nepufrovany (39% w/v) AnalaR Normapur, BDH Prolabo, USA
Formaldehyd 4% (v/v) pufrovany (formol) Qpath, Labonord SAS, Francie

Formamid Hi-Di (highly deionized), Life Technologies, USA

Hydroxid sodny (NaOH), Lach-Ner, CR

Chlorid hotfe¢naty (MgCl12) ve formé¢ 50 mM roztoku, Bio-Rad, USA
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Kit na fluorescenéni stanoveni koncentrace DNA — Qubit dsDNA HS Assay Kit,
Invitrogen, USA

Kit na stanoveni koncentrace DNA na Bioanalyzéru Agilent 2100 — Agilent High
Sensitivity DNA Kit, Agilent Technologies, USA

Kit na izolaci DNA — ZR Genomic DNA Tissue MicroPrep, Zymo Research, USA

Kit na PCR amplifikaci STR — AmpFLSTR NGM SElect, Applied Biosystems, USA
Kyselina mraven¢i (HCOOH) 98%, Lach-Ner, CR

SYBR Green —iQ SYBR Green Supermix, Bio-Rad, USA

Vnitini standard pro SRT analyzu — GeneScan 600 LIZ Size Standard v 2.0,
Life Technologies, USA

Voda (H,0) PCR grade, Promega, USA

Voda destilovana (dH20), vlastni vyroba

3.1.3 Tkané

Vzorky lidské tkang byly ziskany od MUDr. Tomase Vojacka z pracovisté Nemocnice Na
Bulovce, Oddéleni soudniho lékatstvi. Byly provedeny celkem 3 fixaéni procedury
(4.2.1) s témito tkanémi:

Fixace I: (zena, 50 let, posmrtny interval (PMI) 15 hod.) plice, srdce, slezina, ledvina,
sval

Fixace Il: (muz, 50-60 let, PMI 4 dny) srdce, ledvina, sval, jatra, srdce oSetiené v roztoku
DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) (4.1.2) po dobu 24 hod. pied fixaci

Fixace IlI: (muz, 82 let, PMI 3 dny) srdce, ledvina, sval, jatra.

3.1.4 Roztoky

Fixacni roztok 4NF (4% nepufrovany formaldehyd)
Formaldehyd 36% nepufrovany 11,10 % (v/v)
dH.0 doplnit do 100 % (v/v)

Fixacni roztok 4PF (4% pufrovany formaldehyd)
Formaldehyd 4% pufrovany 100 % (v/v)

Fixac¢ni roztok 36NF (36% nepufrovany formaldehyd)
Formaldehyd 36% nepufrovany 100 % (v/v)
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Fixa¢ni roztok 4NF+K (4% nepufrovany formaldehyd s 4% kyselinou mraven¢i)

Formaldehyd 36% nepufrovany
Kyselina mravenc¢i 98%
dH,0O

11,10 % (v/v)
4,08 % (v/v)
doplnit do 100 % (v/v)

Fixac¢ni roztok 4PF+K (4% pufrovany formaldehyd s 4% kyselinou mraven¢i)
P y y

Kyselina mravenc¢i 98%

Formaldehyd 4% pufrovany

4,08 % (v/v)
doplnit do 100 % (v/v)

Fixac¢ni roztok 4NF+NaOH (4% nepufrovany formaldehyd s 4% hydroxidem

sodnym)

Formaldehyd 36% nepufrovany
Hydroxid sodny

dH.O

qPCR reakéni smés

2X SYBR Green (Bio-Rad, USA)
MgCI2 (50mM)

Primer forward (10pM)

Primer reverse (10uM)

Cilova DNA

H,0 (PCR grade)

3.1.5 Primery

11,1 % (v/v)
4 % (wiv)
doplnit do 100 % (v/v)

7,5 Wl
0,15 pl
0,075 ul
0,075 ul
Il

6,2 ul

Primery byly nasyntetizovany firmou VBC-Biotech Service (Rakousko). Sekvence

primert byly nésledujici:

Alul (jako forward primer): 5'-TGGTGGCTCACGCCTGTAA
Alu2 (jako reverse primer): 5'-CGATCTCGGCTCACTGCAA
Alu3 (jako reverse primer): 5'-CCACCACGCCCGGCTAAT
Alu4 (jako reverse primer) 5'-CTCGTGATCCGCCCGCCTC
Alu5 (jako forward primer): 5'-GGGCGCGGTGGCTCAC

Primery Alul + Alu2 tvofi produkt o velikosti 229 bp.
Primery Alul + Alu3 tvofi produkt o velikosti 141 bp.
Primery Alu4 + Alu5 tvofi produkt o velikosti 63 bp.
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3.2 Metody

3.2.1 Fixace |

Z organui pochazejicich z mrtvého lidského téla (3.1.3) byla odd€lena mald ¢ast tkané
(odebirana ¢ast tedy nepochazela z homogenizovaného vzorku daného organu) a ta byla
nasledn¢ umisténa na 48 hod. do chladiciho boxu (4 °C). Poté byla tkan nalozena do
fixacnich roztoku 4NF, 4PF, 36NF, 4ANF+K, 4PF+K (3.1.4), kde byla ponechana po dobu
1 hod. a 46 hod. Po vyjmuti tkan¢ z fixa¢niho roztoku nasledoval proces odmyti fixa¢niho
roztoku (probihajici pti pokojové teplot€) slozeny z nasledujicich krokd: jednorazové
promyti v destilované vod¢, 30 min. inkubace v destilované vodé za obcasného
promichani a dvakrat promyti v destilované vodé. Po odmyti fixa¢niho roztoku ihned
nasledovalo $tépeni tkané (3.2.4). Zpracovani fixované tkan¢ bylo provadéno vzdy

Vv duplikatu. Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C.

3.2.2 Fixace Il a Fixace 111l

Z organu pochazejicich z mrtvého lidského téla (3.1.3) byla oddélena mala ¢ast tkané
(odebirana cast tedy nepochazela z homogenizovaného vzorku daného organu) a ta byla
nasledné umisténa na 48 hod. do chladiciho boxu (4 °C). Poté byla tkan naloZena do
fixaénich roztokti 4NF, 4PF, 36NF, 4PF+K, 4NF+NaOH v ptipadé Fixace Il a do
fixacnich roztoki 4NF, 4PF, 36NF, 4PF+K roztoka (3.1.4) v piipadé Fixace Ill. Ve
fixacnich roztocich byla tkan ponechana po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. Po vyjmuti
tkan€ z fixacniho roztoku nasledoval proces odmyti fixaéniho roztoku (probihajici pfi
pokojové teploté) slozeny znasledujicich krokt: 1 min. promyvani pod tekouci
vodovodni vodou, 10 min. inkubace ve vodovodni vodé, 5 min. promyvani pod tekouci
vodovodni vodou, 10 min. inkubace ve vodovodni vodé a 1 min. promyvani pod tekouci
vodovodni vodou. Po odmyti fixa¢niho roztoku ihned nasledovalo odvodnéni a zavodnéni
fixované tkan¢ (3.2.3)

Ve vybranych piipadech (3.1.3) byla tkan pfed samotnou fixaci inkubovéana 24 hod.
v roztoku DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) pii pokojové teploté. Zpracovani fixované
tkan€ bylo provadéno vzdy v duplikitu. Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a

zmrazena na -20 °C.

29



3.2.3 Odvodnéni a zavodnéni fixované tkané (u Fixace Il a
Fixace 111)

Po fixaci a promyti byla tkan okamzit¢ odvodnéna a nasledné ihned zavodnéna.
Odvodnéni a zavodnéni probihalo zvysujici se a snizujici se alkoholovou fadou. Veskeré
pridavané objemy alkoholu byly cca 1 ml, vymény roztokd probihaly prostym odlitim.
Cely proces probihal pii pokojové teploté a sestaval z nasledujicich kroka: dvakrat 5 min.
inkubace za lehkého tiepani v 75% ethanolu, dvakrat 5 min. inkubace za lehkého tiepani
v 95% ethanolu, 30 min. inkubace za lehkého tfepani v 100% ethanolu, dvakrat 5 min.
inkubace za lehkého tiepani v 95% ethanolu, dvakrat 5 min. inkubace za lehkého tfepani
vV 75% ethanolu. Na zavér byl ethanol dukladné odstranén a tkan byla 5 min. inkubovana
za lehkého tfepani v PCR grade vodé. Ta byla poté dikladné odstranéna a ihned

nasledovalo Stépeni tkané (3.2.4).

3.2.4 Stépeni fixované tkané

Stépeni fixované tkané bylo provadéno pomoci kitu ZR Genomic DNA Tissue MicroPrep
(Zymo Research, USA), ktery obsahoval 2X Digestion Buffer a proteinazu K (pfiblizné
20 mg/ml). K fixované, promyté a odvodnéné/zavodnéné tkani bylo pfidano 15 pl
proteinazy K, 142,5 ul 2X Digestion Buffer a 142,5 ul PCR grade vody. Roztok s tkani
byl zvortexovan a intenzivné tiepan (750 rpm) pii 55 °C pies noc (cca 16-18hod.). Po
Stépeni tkan¢ ihned nasledovala izolace DNA (3.2.5)

3.2.5 Izolace DNA

Na izolaci DNA ze $tépené tkané byl pouzit kit ZR Genomic DNA Tissue MicroPrep
(Zymo Research, USA), ktery obsahoval: Genomic Lysis Buffer, kolonku Zymo-Spin IC
Column, Pre-Wash Buffer, g-DNA Wash Buffer a DNA Elution Buffer. Ke
Stépenému vzorku (rozstépena tkan, 15 ul proteinazy K, 142,5 ul PCR grade vody, 142,5
ul 2X Digestion Buffer) bylo pfidano 1 050 pl roztoku Genomic Lysis Buffer. Smés byla
fadné promichana a centrifugovana (10 000 x g, 1 min.). Supernatant byl nasledn¢
pfenesen na kolonku Zymo-Spin IC Column a centrifugovéan (10 000 x g, 1 min.). Poté
bylo k vzorku na kolonce ptidano 200 pul roztoku DNA Pre-Wash Buffer a kolonka byla
centrifugovana (10 000 x g, 1 min.). Nasledné bylo k vzorku na kolonce pifidano 400 pl
roztoku g-DNA Wash Buffer a kolonka byla opét centrifugovana (10 000 x g, 1 min.).
Nakonec byl DNA vzorek eluovan: na kolonku bylo naneseno 100 pul DNA Elution
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Buffer, kolonka byla ponechana 5 minut pti pokojové teploté a nasledné centrifugovana 1

min. na maximalni rychlost (16 100 x g).

3.2.6 Stanoveni koncentrace a miry fragmentace DNA
kvantitativni polymerazovou retézovou reakci (qPCR)
Metoda qPCR byla pouzita pro stanoveni koncentrace a fragmentace vyizolované DNA.
K tomuto ucelu bylo vyuzito péti primerti (3.1.5) kombinovanych do tfi part
amplifikujicich lidské repetitivni Alu sekvence. Nastaveni pouzitych qPCR programt je

uvedeno v Tabulce 2. Na konci kazdé qPCR analyzy bylo provedeno méfeni efektivity

reakce, tzv. melting curve analysis. Jeho nastaveni je uvedeno v Tabulce 3.

Tabulka 2: Pouzité gPCR programy.

gPCR program Alul + Alu2 a Alul + Alu3 Alu4 + Alu5

krok teplota Cas teplota Cas
1. krok 94 °C 4 min. 94 °C 4 min.
2. krok 94 °C* 30s 94 °C 30s
3. krok 55°C* 45s 65 °C 30s
4. krok 72 °C* 30s 72 °C 20s
5. krok 72 °C 7 min. 72 °C 7 min.
opakovani 2., 3. a 4. kroku 40 X 40 X

* U gPCR programu pro primery Alul + Alu2 a Alul + Alu3 byla mezi 2. a 3. krokem rychlost
zmény teploty (ramp speed) 13 % a mezi 3. a 4. krokem rychlost zmény teploty (ramp speed)
21 %.

Tabulka 3: Program pouZity pro méieni efektivity gPCR reakce (melting curve analysis).

Nastaveni méfeni
krok teplota Cas
1. krok 95 °C 15s
2. krok 60 °C * 15s
3. krok 95°C * 15s
4. krok 4°C neomezen

* Doba zmény teploty (ramp time) mezi 2. a 3. krokem byla 20 min.

Reakce probihala v celkovém objemu 15 pl. Pfesné slozeni qPCR smési je uvedeno
v kapitole 3.1.4. Jako standard byla pouzita DNA (SRM 2372 Human DNA Quantitation
Standard) od firmy NIST (USA) v koncentracich 1,850 ng/ul; 0,210 ng/ul a 0,023 ng/ul.
Jako negativni kontrola byla pfipravena reakéni smés, ktera neobsahovala templatovou

DNA ze vzorku. Koncentrace vyizolované DNA byla uréena na zakladé srovnani
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amplifikacni dynamiky stanovované DNA s amplifika¢ni dynamikou DNA standardt o
znamé koncentraci. Fragmentace vyizolované DNA byla stanovena pomérem koncentraci
rozdiln¢ dlouhych produkti qPRC reakce ziskanych pouzitim uvedenych pard primeru.
Kazdy biologicky duplikat byl pro qPCR analyzu piipraven a zméfen jako duplikat
technicky. Mé&feni bylo provedeno na pfistroji Real Time PCR Mastercycler system ep
realplex (Eppendofr, Némecko).

3.2.7 Stanoveni koncentrace DNA fluorescen¢nim mérenim

Koncentrace DNA stanovena na zakladé méteni fluorescence byla provedena pomoci kitu
Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA), ktery obsahoval: Qubit dsDNA HS
reagent a Qubit dsDNA HS buffer. Nejprve byl piipraven roztok Qubit working solution,
a to smichanim 1 dilu roztoku Qubit dsDNA HS reagent a 199 dilu roztoku Qubit dsDNA
HS buffer. Do 190 pl roztoku Qubit working solution bylo nasledné piidano 10 pl
analyzovaného vzorku o neznamé koncentraci. Vysledny roztok byl kratce zvortexovan a
inkubovan po 2 min. Vpokojové teploté. Meéfeni probihalo na spektrometru
BioSpectrometer (Eppendofr, Némecko) v jednorazovych plastovych kyvetach pfi
pokojové teploté. Vinova délka excitacniho svétla byla 470 nm. VInova délka emisniho
svétla byla 520 nm. Standardy o koncentraci 0; 3,91; 15,63; 62,5; 125; 250 a 500 pg/ul

byly pfipraveny a zméfeny stejnym zptisobem.

3.2.8 Stanoveni koncentrace a miry fragmentace pomoci ¢ipové
elektroforézy na bioanalyzéru Agilent 2100

Stanoveni koncentrace a miry fragmentace DNA na pfistroji bioanalyzér Agilent 2100
(Agilent Technologies, USA) bylo provedeno pomoci kitu Agilent High Sensitivity DNA
(Agilent Technologies, USA) (kit obsahoval: High Sensitivity DNA chip, High
Sensitivity DNA dye concentrate, High Sensitivity DNA gel matrix, High Sensitivity
DNA marker a High Sensitivity DNA ladder). Prvnim krokem byla pfiprava ¢ipu High
Sensitivity DNA chip. Roztoky High Sensitivity DNA dye concentrate a High Sensitivity
DNA gel matrix byly 30 min. bez pfistupu svétla temperovany na pokojovou teplotu,
roztok High Sensitivity DNA dye byl nésledné zvortexovan, sto¢en a v objemu 15 pl
piidan do zkumavky s alikvotem roztoku High Sensitivity DNA gel matrix. Vysledny
roztok byl zvortexovan, nanesen na zkumavkovy filtr a centrifugovan (2240 x g, 10 min.).

Nasledné bylo 9 pl tohoto roztoku napipetovano do pfislusné jamky na ¢ip umistény v
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pfipravné stanici, tato pfipravna stanice byla uzaviena a pomoci tlakovaciho zafizeni
(nastaveného na objem 1 ml) byl 1 min. vyvijen na gel tlak, ktery zpusobil jeho
rovnomérné rozprostieni v ¢ipu. Po otevieni pfipravné stanice bylo do dalSich tii
prislusnych jamek napipetovano 9 ul roztoku High Sensitivity DNA dye + High
Sensitivity DNA gel matrix. Nasledné bylo do zbyvajicich 12 jamek napipetovano po 5 ul
roztoku High Sensitivity DNA marker (vnitini standard). Do jedné z téchto jamek byl
napipetovan 1 ul roztoku High Sensitivity DNA ladder a do zbylych 11 jamek bylo
napipetovano po 1 pl méfenych vzorkii. Na zakladé optimaliza¢nich méteni byly vybrané
vzorky pied nanesenim na ¢ip zakoncentrovany na pfistroji Koncentrator 5301
(Eppendorf, Némecko). Cip se vzorky byl vortexovan (2400 rpm, 1 min.). Méfeni bylo
provedeno na piistroji bioanalyzér Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) a nasledna
analyza prob¢hla v programu Expert 2100 (Agilent Technologies, USA).

3.2.9 Geneticka identifikace analyzou kratkymi tandemové se
opakujicimi repeticemi (STR)

Procesy izolace DNA a jeji kvantifikace, které jsou soucasti genetické identifikace
analyzou STR, jsou popsany v kapitolach 3.2.5 a 3.2.6. Nasledujicim krokem analyzy
STR je nabohaceni a oznaceni cilovych sekvenci DNA (k oznaceni se pouzivaji 4
fluorescen¢ni barvy, které jsou vyhodnocovany ve 4 fluorescencnich detekénich
systémech) metodou multiplexové PCR. Poté nasleduje ptiprava amplikont (denaturace
dvoutetézcové DNA na jednotetézcovou DNA) na kapildrni elektroforézu a elektroforéza
samotna. Vysledkem méteni je elektroforetogram, kde pozice piku na ose x urcuje délku
amplikonu (a tim pocet repetic V ptislusné STR alele) a vyska piku, dana intenzitou
fluorescenéniho signalu, odrazi relativni mnozstvi amplifikované DNA ve vzorku.

Na PCR amplifikaci byl pouzit kit STR AmpFLSTR NGM SElect (Applied
Biosystems, USA) (obsahujici NGM SElect Master Mix, NGM SElect Primer Set,
AmpFLSTR NGM SElect Allelic Ladder), ktery je zaloZzen na pouziti 17 part primera,
které amplifikuji 17 lokust lidské DNA (16 autozomalnich STR + 1 gonozomalni marker
Amelogenin). Reakéni smés pro multiplexovou PCR byla piipravena dle pokynl vyrobce

a jeji sloZeni bylo nasledujici:
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NGM SElect Master Mix 10 ul

NGM SElect Primer Set 5ul
cilova DNA 1ng
H,0O (PCR grade) doplnit do objemu 25 pl

V piipadé potieby byly vzorky DNA zakoncentrovany na piistroji Koncentrator 5301
(Eppendorf, Némecko). Multiplexova PCR probéhla na pristroji Mastercycler nexus

gradient (Eppendorf, Némecko), nastaveni PCR programu je uvedeno v Tabulce 4.

Tabulka 4: PCR program pouzity pro STR analyzu.

Nastaveni méreni

krok teplota Cas
1. krok 95 °C 11 min.
2. krok 94 °C 20s
3. krok 59 °C 3 min.
4, krok 60 °C 10 min.
5. krok 4°C neomezen
opakovani 2. a 3. kroku 30 x

Nasledné prob¢hla ptiprava amplifikované DNA na elektroforézu. K PCR produktu (na
zakladé optimaliza¢nich méfeni byly vybrané vzorky pfedem nafedény) o0 objemu
v rozmezi 0,8-3 pl (objem zavisel na konkrétnim vzorku) bylo pfidano 0,5 pl vnitiniho
standardu GeneScan 600 LIZ Size Standard v 2.0 (Life Technologies, USA) a 12 ul Hi-Di
Formamidu (Life Technologies, USA). Vysledny roztok byl zahiivan 3 min. na 95 °C a
nasledné byl ihned pfenesen do namrazeného bloc¢ku, kde byl ponechan 3 min. Stejné byl
ptipraven i roztok alelického zebiicku AmpFLSTR NGM SElect Allelic Ladder.
Elektroforetickd analyza probihala na pfistroji ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA), vsechny vzorky byly do DNA analyzatoru injikovany 5 s,
s vyjimkou vzorki fixovanych 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4PF+K a 46 hod. v roztoku
4ANF+NaOH, tyto byly injikovany 10 s. Vyhodnoceni bylo udélano v programu Gene
Mapper ID (Applied Biosystems, USA).
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4 Vysledky

Celkem byly provedeny 3 fixa¢ni experimenty: Fixace I (3.2.1), Fixace Il a Fixace Ill
(3.2.2). Pro Fixaci | byly pouzity nasledujici roztoky: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd
(4PF), 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd
(36NF), 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenc¢i (4PF+K) a 4%
(v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci 4ANF+K (3.1.4). Pro Fixaci
Il a Fixaci Il byly pouzity roztoky 4PF, 4NF, 36NF, 4PF+K a 4% (v/v) nepufrovany
formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym (4NF+NaOH) (3.1.4). Roztok 4NF+K ve
Fixaci II a Fixaci III jiz nebyl pouzit vzhledem podobnosti vysledka s roztokem 4PF+K.
Ze stejného diivodu nebyl pouzit roztok 4NF+NaOH ve Fixaci IlI.

Abychom se vyhnuli pfipadné chybé zanesené nespravnym vybérem fixované
tkané, bylo testovano vice typu lidskych tkani (3.1.3). V piipad¢é Fixace I byly zvoleny
tyto tkang: plice, srdce, slezina, ledvina a sval. V prubéhu experimentu vsak bylo zjisténo,
ze plice a slezina nejsou dobrymi experimentdlnimi modely kvli jejich naro¢nosti na
korektni zpracovani. Plicni tkan ve fixa¢nim roztoku plove, a tudiz nemusi dochazet
k homogenni fixaci. Slezinna tkan je velmi kiehkd, a proto se sni velmi $patné
manipuluje. Pro Fixace Il a Fixace Ill byly tedy nasledn¢ zvoleny tyto tkané: srdce,
ledvina, sval a jatra. V ptipadé¢ Fixace II byla ¢ast srdeéni tkané jesté pred fixaci nalozena
na 24 hodin do konzerva¢niho ptipravku DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) (3.1.3).
Pouziti jednotlivych tkéni, fixac¢nich roztokd a fixa¢nich c¢asti v jednotlivych

experimentech je shrnuto v Tabulce 5.

Tabulka 5: Prehled fixaénich experimenti. V tabulce jsou shrnuty pouzité tkané, roztoky a fixa¢ni ¢asy.

Fixace . . Fixace Il
TKAR Fixace I (1 hod., 46 hod.) Fixace Il (1 hod., 22 hod., 46 hod.) (1 hod., 22 hod., 46 hod.)

Plice 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4ANF+K - -

Slezina 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4ANF+K - -
Srdce 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4ANF+K 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4ANF+NaOH | 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K

Ledvina 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4NF+K 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4NF+NaOH | 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K

Sval 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, ANF+K 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4ANF+NaOH 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K
Jatra - 4PF, ANF, 36N, 4PF+K, 4ANF+NaOH 4PF, ANF, 36N, 4PF+K
Srdce+

DNAGard - 4PF, 4NF, 36N, 4PF+K, 4ANF+NaOH -

4PF = 4% (v/v) pufrovany formaldehyd, 4NF = 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd, 36NF = 36% (v/v) nepufrovany
formaldehyd, 4PF+K = 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci, 4NF+K = 4% (v/v)
nepufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenéi, 4NF+NaOH = 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4%
(w/v) hydroxidem sodnym.
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Po fixaci tkané (a nasledném zavodnéni a odvodnéni tkané u Fixace II a III (3.2.3))
byla tkan Stépena proteinazou K (3.2.4) a nasledné byla ze vzorkd vyizolovana DNA
(3.2.5) a jeji koncentrace a kvalita byly ohodnoceny ruznymi metodickymi pfistupy.
Vzhledem Kk tomu, ze vétSina dat byla pofizena z Fixace II, budou i ukazané vysledky
pochazet z Fixace Il. Srovnani s vysledky ziskanymi z Fixace | a Il bude shrnuto

v kapitole 4.4.

4.1 Chemické sloZeni fixacniho roztoku formaldehydu

ovlivituje mnoZstvi a stupern fragmentace vyizolované

DNA

Z na$i laboratorni praxe a publikované odborné literatury (Hewitt et al., 2008) bylo
zjisténo, ze DNA izolovana pro molekularné biologické ucéely z FFPE bloc¢kt nemusi byt
vzdy V dostatené vysoké kvalit¢ a kvantité, coz komplikuje naslednou aplikaci
molekularné biologickych metod. Rozhodli jsme se tedy ovéfit, jak rizné chemické
slozeni roztoku formaldehydu, ktery se pouziva jako fixacni roztok v piipravé FFPE
bloc¢kt, ovliviiuje mnozstvi a stupen fragmentace DNA izolované z FFPE blockd.

Pro fixaéni experimenty bylo proto pfipraveno nékolik variant roztoku
formaldehydu (3.1.4). Prvnim roztokem byl 4% pufrovany formaldehyd (4PF), ktery je
hojné pouzivanym fixaénim ¢inidlem, a vzhledem k stabilnimu pH byl o¢ekéavan relativné
nizky negativni vliv na DNA. Druhym roztokem byl 4% nepufrovany formaldehyd
(4NF), také pouzivany jako fixacni ¢inidlo, u kterého lze vzhledem k nepfitomnosti pufru
oc¢ekavat vyrazngjsi vliv na DNA oproti pufrovanému formaldehydu. Tietim roztokem
byl 36% nepufrovany formaldehyd (36NF), ktery byl pouzit vzhledem k tomu, Ze si
nékteré laboratofe formaldehyd fedi samy, a mohlo by tedy dochazet k jeho
nedostatenému nafedéni. Dal$im roztokem byl 4% pufrovany ¢i nepufrovany
formaldehyd s ptidavkem kyseliny mravenc¢i (4PF+K, 4NF+K) v kone¢né koncentraci 4
% (v/v). Tyto roztoky byly zvoleny jako simulace vyrazné¢ znehodnoceného
formaldehydu, v takovém totiz dochazi k tvorbé a akumulaci kyseliny mravenci, ktera je
znama svym negativnim pusobenim na DNA (Fox et al., 1985; Koshiba et al., 1993).
Poslednim roztokem byl 4% nepufrovany formaldehyd s pfidavkem hydroxidu sodného

(4NF+NaOH) s kone¢nou koncentraci 4 % (v/v).

36



Fixace tkani vSemi roztoky probihala po dobu 22 hod., nebot’ 12—24 hodin je bézné
pouzivany fixa¢ni Cas na patologickych a soudné lékaiskych pracovistich (viz Tabulka
P1, Pfiloha, str. 69).

4.1.1 Stanoveni koncentrace a miry fragmentace DNA metodou
gPCR

Pii méfeni stupné degradace a koncentrace DNA pomoci metody qPCR (3.2.6) byly
pouzity 3 pary primerd pro lidské Alu sekvence (3.1.5). Ty tvotily produkty o délce
229 bp, 141 bp a 63 bp. Trojice primera poskytujici rizn¢ dlouhé produkty byla zvolena
zamérné, aby bylo mozné pomoci metody qPCR stanovit nejen celkovou koncentraci
DNA, ale také stupen jeji fragmentace. Ten lze uréit z poméru zastoupeni kratSich
produktd viuéi del§im produktim qPCR reakce. Je-li totiz pomér posunut ve prospéch
kratSich produktii, je DNA vice degradovana na kratsi fragmenty, a del$i produkty se tak
jiz nemohou tolik tvofit.

Vliv chemického slozeni jednotlivych variant roztoku formaldehydu byl posuzovan
vzhledem k roztoku 4PF, u kterého byl o¢ekavan relativné nizky negativni efekt na DNA.
Hodnoty koncentrace DNA v grafech (obrazek 1) jsou znazornény jako praméry Ctyf
hodnot ze dvou technickych duplikatt, které byly pfipraveny z duplikatd biologickych, a
jejich smérodatné odchylky.

Jak je vidét na obrazku 1, roztoky 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH ve srovnani
s roztokem 4PF vyrazné negativné ovliviiuji koncentraci vyizolované DNA, coz bylo
stanoveno pomoci vSech tii part primert u vSech fixovanych tkani. Oproti tomu tkané
fixované roztokem 4NF poskytovaly ve srovnani s tkdnémi fixovanymi roztokem 4PF
pouze mirné snizené vytézky DNA u vzorku srdce a svalu (obrazek 1) a vyrazné snizené
vytézky u vzorku jater (obrazek 1). U vzorku ledvin byly vytézky DNA srovnatelné. Na
obrazku 1 jsou ukazany také vytézky DNA z kontrolniho vzorku. Jako kontrolni vzorek
slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C.

Vzhledem k zastoupeni nejkratSich (63 bp) produktti qPCR reakce vici produktim
delsim (141 bp a zejména 229 bp) Ize fici, ze V pfipadé porovnani vzorkil fixovanych
v roztoku 4NF vi¢i vzorkim fixovanym v roztoku 4PF, byla mira fragmentace shodna
(ledvinna tkan) nebo mirné vyssi u vzorki fixovanych roztokem 4NF (tkan srdce, svalu a

jater). U vzorka fixovanych roztoky 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH byla koncentrace
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vyizolované DNA velmi nizkd, takze metodou qPCR neSlo fragmentaci DNA piesné

stanovit (obrazek 1).
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Obrazek 1: Koncentrace a mira degradace vyizolované DNA stanovena metodou qPCR v zavislosti
na pouzitych fixaénich roztocich. Vzorky z tkani srdce, ledviny, svalu a jater (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 22 hod. v roztocich: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd (4PF), 4% (v/v) nepufrovany
formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd (36NF), 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4%
(v/v) kyselinou mravenéi (4PF+K) a 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym
(4NF+NaOH). Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. Poté
byla ze vzorkl vyizolovana DNA a jeji koncentrace byla stanovena metodou qPCR pomoci tii parti primert
pro lidské Alu sekvence, které tvofily produkty o délkach 229 bp, 141 bp a 63 bp. Hodnoty koncentrace
DNA v grafech jsou uvedeny jako praméry &tyf hodnot ze dvou technickych duplikatl, které byly
pripraveny z duplikatt biologickych, a jejich smérodatné odchylky.

4.1.2 Stanoveni koncentrace DNA fluorescenénim mérenim

Stanoveni koncentrace DNA pomoci méteni fluorescence (3.2.7), jez je zalozeno na
detekci fluorescence zavislé na mnozstvi DNA ve vzorku, bylo provadéno pomoci kitu
Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen, USA) na spektrometru BioSpectometer
(Eppendorf, Némecko). Touto metodou byla koncentrace DNA stanovena pouze u vzorki
z jater a svalu. Hodnoty koncentrace DNA v grafech (obrazek 2) jsou znazornény jako
priméry dvou hodnot z jednotlivych méteni biologickych duplikatl a jejich smérodatné

odchylky.
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Z obrazku 2 je patrné, ze pouziti roztokti 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH velmi
vyrazné snizuje vytézZky DNA ve srovnani s roztokem 4PF. Také u roztoku 4NF doslo k
vyraznému snizeni vytézki DNA oproti roztoku 4PF u vzorku jater a ¢asteénému snizeni

vytézkt DNA v piipadé vzorku svalu.
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Obrazek 2: Koncentrace vyizolované DNA stanovena fluorescenénim méfenim V zavislosti na
pouzitych fixa¢nich roztocich. Vzorky z tkani svalu a jater (muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po
dobu 22 hod. v roztocich: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd (4PF), 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd
(4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd (36NF), 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou
mraven¢i (4PF+K) a 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym (4NF+NaOH).
Poté byla ze vzorki vyizolovana DNA a jeji koncentrace byla stanovena fluorescenénim méfenim. Hodnoty
koncentrace DNA v grafech jsou uvedeny jako priméry dvou hodnot z jednotlivych méfeni biologickych

duplikatd a jejich smérodatné odchylky.

4.1.3 Stanoveni koncentrace a miry fragmentace DNA pomoci
Cipové elektroforézy na bioanalyzéru Agilent 2100

Stanoveni koncentrace DNA, jez prob&hlo na ¢ipové elektroforéze (3.2.8), je zaloZeno na
detekci fluorescence zdvislé na mnozstvi DNA ve vzorku. Zaroven také dochazi k
elektroforetickému rozdéleni fragmentd DNA podle velikosti. Koncentrace DNA se tedy
stanovuje pro jednotlivé fragmenty, nikoli pro celkovou DNA ve vzorku. Koncentrace
jednotlivych fragmentt a jejich délka nam podavaji informaci o mife fragmentace DNA
ve vzorku.

Méfeni bylo provedeno pomoci kitu Agilent High Sensitivity DNA (Agilent
Technologies, USA) na pristroji bioanalyzér Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA),
a to pouze u vzorkidl svalu. Zméfeny byly vzorky svalové tkané fixované 22 hod. v
roztocich 4PF, 4NF, 36NF (méfen jako 3,3x zakoncentrovany) a 4PF+K (méfen jako 3,3x

zakoncentrovany) spolu s kontrolnim vzorkem, jimZ byla tkan zmrazena na -20 °C
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(méfena jako 5x fedeéna), jedna se tedy o ¢as 0 hod. bez jakéhokoli oSetfeni fixatnim
¢inidlem.

Kontrolni vzorek -20 °C byl méfen jako 5x fedény. Ackoli je zietelnd ptritomnost
delsich fragmentd (cca 2 500-10 380 bp), elektroforetogram zobrazuje i relativné
vyznamné koncentrace delSich fragmentd DNA (avsak ty jsou mimo rozsah pouzitého
kitu, protoze 10 380 bp je maximum standardu), pfitomnost kratSich fragmentii nebyla
detekovana. To mize byt zptisobeno tim, Ze DNA fragmentovana viibec neni, a nebo tim,
ze byl vzorek pfrili§ zfedény a kratsi fragmenty, nachézejici se ve vzorku v nizSich
koncentracich, tudiz nejsou vidét (obrazek 3).

Elektroforetogram pro vzorek fixovany v roztoku 4PF ukazuje na relativné
vyznamné koncentrace DNA v oblasti fragmenti o délce cca 2 500-10 380 bp a vice
(avSak ty jsou mimo rozsah pouzitého kitu). Zaroven je patrnd piitomnost kratSich
fragmentdl DNA o délce cca 35-2 500 bp. Tyto fragmenty se ve vzorku oproti del§im
fragmentlim nachézeji v relativné nizsich koncentracich (obrazek 3).

Na elektroforetogramu pro vzorek fixovany v roztoku 4NF je, pfi porovnani s
elektroforetogramem vzorku fixovaného v roztoku 4PF, v oblasti delSich fragmenti (cca
2500-10 380 bp) vidét mirny posun téchto fragmentli smérem k relativné kratSim
délkam. Zaroven se tyto fragmenty nachdzeji ve vzorku v nizS§ich koncentracich.
Fragmenty o délce 35-2 500 bp jsou pfitomny ve vyrazné niz§im mnozstvi, nez u vzorku
fixovaného roztokem 4PF. Tyto fragmenty se ve vzorku pravdépodobné nachézi, ale
vzhledem k celkové nizs§i koncentraci DNA patrné nejsou dobie detekovatelné. Tyto
vysledky nasvédcuji tomu, Ze pii fixaci v roztoku 4NF dochazi oproti fixaci v roztoku
4PF k nizs§im vytézkim DNA pfi izolaci a tato DNA je vice fragmentovana.

Na elektoroforetogramu pro vzorek fixovany roztokem 36NF (méfen jako 3,3x
zakoncentrovany) je, pii porovnani s elektroforetogramem vzorku fixovaného v roztoku
4PF, pozorovatelny extrémni ubytek fragmenti DNA v ramci celého méten¢ho rozsahu.
Plivodné vysoka koncentrace fragmenti DNA v rozsahu 2 500-10 380 bp je vyrazné
snizena a délka fragmentl je zna¢né posunuta smérem k relativné krat$im délkam (v
elektroforetogramu pro vzorky fixované v roztoku 4PF je velka Cast fragmenti mimo
rozsah standardu (maximum je 10 380 bp), v elektroforetogramu pro vzorky fixované v
roztoku 36NF se tyto fragmenty presunuly k délkdm kolem 2 500 bp). Ackoliv je v
rozsahu 35-2 500 bp patrny vyskyt signalti, nebyly tyto signaly vyhodnoceny jako piky
DNA fragmentl. Toto je patrné zpusobeno velmi nizkymi koncentracemi DNA ve vzorku

(obrazek 3).
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Na elektroforetogramu vzorku fixovaného roztokem 4PF+K (méfen jako 3,3X
zakoncentrovany) neni detekovan prakticky zadny signal, ktery by byl vyhodnocen jako
fragmenty DNA (obrazek 3).
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Obrazek 3: Koncentrace a mira fragmentace vyizolované DNA stanovena pomoci cipové
elektroforézy v zavislosti na pouZitych fixa¢nich roztocich. Vzorky z tkané svalu (muz, 50-60 let, PMI 4
dny) byly fixovany po dobu 22 hod. a 46 hod. v roztocich: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd (4PF), 4%
(v/v) nepufrovany formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd (36NF) a 4% (v/v) pufrovany
formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci (4PF+K). Jako kontrola slouZila tkan nefixovana a zmrazena na
-20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. Poté byla ze vzorka vyizolovana DNA a pomoci ¢ipové elektroforézy na
bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) byla analyzovana mira fragmentace a koncentrace
fragmenti DNA. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Cerné Sipky v elektroforetogramech zna¢i
posun fragmentt, z vétSich délek u roztoku 4PF ke krat§im délkam u roztoku 4NF. Na o0se X je vynesena
délka fragmentd DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [FU]. FU = fluorescence unit

(fluorescenc¢ni jednotka).
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4.2 Délka fixace ma vliv na mnoZstvi a stuperi

fragmentace vyizolované DNA

DalSim dilezitym faktorem, ktery ma vliv na mnozstvi a kvalitu vyizolované DNA, je
doba, po kterou fixace probiha (Ferrer et al., 2007; Khoja et al., 2012). Na pracovistich
patologie ¢i soudniho 1ékafstvi je bézné pouzivana doba fixace vzorku formaldehydem
pted jeho zalitim do parafinu a naslednym histologickym zhodnocenim 12-24 hod. (viz
Tabulka P1, Ptiloha, str. 69). Nicméné fixacni procedura mize dosahovat Casovych
hodnot od 1 hod. az k 48 hod. Na zaklad¢ téchto skutecnosti byly zvoleny tfi ¢asové
useky, po které¢ probihala fixace tkani: 1 hod., 22 hod. a 46 hod.

4.2.1 Stanoveni koncentrace a miry fragmentace DNA metodou
gPCR

Jak je uvedeno vyse, pro méfeni kvality a kvantity DNA pomoci metody qPCR (3.2.6)
byly pouzity 3 pary primert pro lidské Alu sekvence (3.1.5). Ty tvofily produkty o délce
229 bp, 141 bp a 63 bp. M¢éteni koncentrace DNA byla provedena u vzorku srdce,
ledviny, svalu a jater fixovanych v roztocich 4PF, 4NF, 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH.
Hodnoty koncentrace DNA v grafech (obrazek 4) jsou zndzornény jako priméry Ctyi
hodnot ze dvou technickych duplikatt, které byly pfipraveny z duplikatd biologickych, a
jejich smérodatné odchylky. Jako kontrolni vzorek slouzila tkan nefixovana a zmraZzena
na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod.

Z vysledkt je patrné, Ze hodnoty koncentrace DNA namétené pro tkané fixované po
dobu 1 hod. v roztocich 4PF a 4NF se zpravidla piili$ nelisi od hodnot naméfenych pro
kontrolu -20 °C. V ptipadé vzorku svalu a jater fixovanych po dobu 1 hod. v roztocich
4PF a 4NF je vSak patrnd mirn¢ vyssi fragmentace DNA. Dale z vysledka pro roztoky
4PF a 4NF vyplyva, ze u vétsiny vzorkd dochézi k vyznamnému poklesu koncentrace
DNA vyizolované z tkani fixovanych po dobu 22 hod. ve srovnéni s koncentraci DNA
vyizolované z tkani fixovanych po dobu 1 hod. K dalsimu poklesu koncentrace DNA u
vzorkd fixovanych v roztocich 4PF a 4NF dochazi pii prodlouzeni fixace tkani z 22 hod.
na 46 hod. Je také vidét, ze u vzorka fixovanych 46 hod. roztokem 4NF dochazi k vétsi
fragmentaci DNA nez u vzorku fixovanych 46 hod. roztokem 4PF. V piipadé¢ vzorkl
fixovanych v roztocich 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH je snizeni koncentrace mezi tkani

fixovanou 1lhod. a 22 hod. zna¢né, nicméné mezi vzorky fixovanymi 22 hod. a 46 hod.,
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vzhledem k celkové nizké koncentraci DNA, uz snizeni koncentrace neni tak patrné

(obrazek 4).
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Obrazek 4: Koncentrace a mira degradace vyizolované DNA stanovena metodou qPCR V zavislosti
na délce fixace. Vzorky z tkani srdce, ledviny, svalu a jater (muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po
dobu 1 hod, 22 hod. a 46 hod. v roztocich: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd (4PF), 4% (v/v) nepufrovany
formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd (36NF), 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4%
(v/v) kyselinou mravenéi (4PF+K) a 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym
(4NF+NaOH). Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. Poté
byla ze vzorkli vyizolovana DNA a jeji koncentrace byla stanovena qPCR pomoci tii parti primert pro
lidské Alu sekvence, které tvofily produkty o délkach 229 bp, 141 bp a 63 bp. Hodnoty koncentrace DNA v
grafech jsou uvedeny jako praméry &tyit hodnot ze dvou technickych duplikatd, které byly pfipraveny z

duplikatt biologickych, a jejich smérodatné odchylky.
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4.2.2 Stanoveni koncentrace DNA fluorescenénim mérenim

M¢teni koncentrace DNA bylo provedeno na vzorcich jater fixovanych v jednotlivych
roztocich po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. Vysledky v grafu (obrazek 5) jsou
znazornény jako pruméry dvou hodnot z jednotlivych méteni biologickych duplikati a
jejich smérodatné odchylky.

Obrazek 5 ukazuje, ze pokles koncentrace DNA vyizolované z tkdn¢ fixované
22 hod. oproti tkani fixované 1 hod. je vyrazny u vzorku, které byly pfipraveny roztokem
4PF a velmi vyrazny u vSech ostatnich vzorki, tedy tkénich fixovanych roztoky 4NF,
36NF, 4PF+K a 4PF+NaOH. Nasledny pokles koncentrace DNA mezi tkdnémi
fixovanymi 22 hod. a 46 hod. jiz tak vyrazny neni.
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Obrazek 5: Koncentrace vyizolované DNA stanovena fluorescenénim méfenim Vv zavislosti na délce
fixace. Vzorky z jaterni tkané (muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod.
Vv roztocich: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd (4PF), 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd (4NF), 36% (v/v)
nepufrovany formaldehyd (36NF), 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci
(4PF+K) a 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym (4NF+NaOH). Poté byla ze
vzorkl vyizolovana DNA a jeji koncentrace byla stanovena fluorescenénim méfenim. Hodnoty v grafu jsou
uvedeny jako priméry dvou hodnot z jednotlivych méfeni biologickych duplikatti a jejich smérodatné

odchylky.

4.2.3 Stanoveni koncentrace a miry fragmentace DNA pomoci
Cipové elektroforézy na bioanalyzéru Agilent 2100

Pomoci bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) byly zméteny vzorky
svalové tkané fixované po 1 hod. roztoky 4PF (méfen jako 5x fedény), 4NF (méten jako
5x tfedény), 36NF (méfen jako 5x fedény), 4PF+K (méfen jako 5x fedény), po 22 hod.
roztoky 4PF, 4NF, 36NF (méfen jako 3,3x zakoncentrovany), 4PF+K (méfen jako 3,3x
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zakoncentrovany) a po 46 hod. roztoky 4PF, 4NF, 36NF (méfen jako 3,3x
zakoncentrovany) a 4PF+K (méfen jako 3,3x zakoncentrovany) a spolu s kontrolnim
vzorkem, jimz byla tkan zmrazena na -20 °C — jedna se tedy o ¢as 0 hod. bez jakéhokoli
oSetfeni fixatnim ¢inidlem (méfena jako 5x fedéna).

Kontrolni vzorek -20 °C byl méfen jako 5x fedény. Ackoli je zfetelnd pfitomnost
delsich fragmentli (cca 2 500-10 380 bp), elektroforetogram zobrazuje 1 relativné
vyznamné koncentrace delSich fragmenti DNA (avSak ty jsou mimo rozsah pouzitého
kitu, protoze 10 380 bp je maximum standardu), pfitomnost kratSich fragmenti nebyla
detekovana (obrazek 6). To miize byt zptisobeno tim, ze DNA fragmentovana vibec neni,
a nebo tim, ze byl vzorek pfili§ zfedény a krat$i fragmenty, nachazejici se ve vzorku v
nizSich koncentracich, tudiz nejsou vidét.

Stejné¢ tak vzorek fixovany 1 hod. fixacnim roztokem 4PF byl méfen jako 5X
fedény. I v tomto pripadé je zietelna pritomnost fragmentt o délce cca 2 500-10 380 bp a
vice (avSak ty jsou jiz mimo rozsah pouzitého kitu) a pfitomnost kratSich fragmentt
nebyla detekovdna. Nicmén¢ navzdory fedéni mize byt pozorovan rozdil mezi kontrolou
-20 °C a vzorkem fixovanym v roztoku 4PF po dobu 1 hod. V ptipadé vzorku fixovaného
1 hod. v roztoku 4PF je u delsich fragmentt viditelna lehka degradace (posun fragmentt k
relativné kratSim délkam). Na vzorku fixovaném 1 hod. v roztoku 4PF je navic vodorovna
cast kiivky v rozmezi 35-2 500 bp zubatd, kdeZto stejna ¢ast kiivky u kontroly -20 °C
témeét hladka (obrazek 6). To miZe byt zplisobeno pfitomnosti fragmenti DNA, které
nejsou dostatecné vidét vzhledem k fedéni vzorku (zde nepublikované vysledky tomu
nasvedceuji).

Vysledky ze vzorku fixovaného 22 hod. v roztoku 4PF ukazuji na pokles
koncentrace DNA v oblasti fragmenti o délce cca 2 500-10 380 bp oproti vzorku
fixovanému 1 hod. (obrazek 6). Elektroforetogram zaroven ukazuje na piitomnost
kratSich fragmenti DNA o délce cca 35-2 500 bp. Tyto fragmenty se ve vzorku oproti
del§im fragmentiim nachézeji v relativn€ nizSich koncentracich.

U vzorku fixovaného 46 hod. je oproti vzorku fixovanému 22 hod. na
elektroforetogramu patrné dalsi snizeni fluorescencni intenzity velkych DNA fragmenti
DNA (cca 1 800-10 380 bp) a celkové vymizeni malych fragmenti DNA. Pfestoze lze
vidét pik okolo 300 bp, nebylo toto vyhodnoceno jako fragmenty DNA. Tyto skutecnosti
naznacuji, Ze koncentrace DNA ve vzorku s fixacnim ¢asem 46 hod. je celkové nizsi nez

ve vzorku s fixatnim ¢asem 22 hod. (obrazek 6).
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Obrazek 6: Koncentrace a mira fragmentace vyizolované DNA stanovena pomoci cipové
elektroforézy v zavislosti na délce fixace (roztok 4PF). Vzorky z tkang¢ svalu (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 1 hod, 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v) pufrovaného formaldehydu (4PF). Jako
kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. Poté byla ze vzorku
vyizolovana DNA a pomoci ¢ipové elektroforézy na bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies,
USA) byla analyzovana jeji koncentrace a mira fragmentace. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy.
Na ose x je vynesena délka fragmentd DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [FU]. FU =

fluorescence unit (fluorescencni jednotka).

Vysledky vzorku fixovanych roztokem 4NF maji velmi podobny ¢asovy pribéh
jako vysledky vzorku fixovanych roztokem 4PF. Mezi vzorkem fixovanym 1 hod. (5x
fedény) a vzorkem fixovanym 22 hod. je vidét pokles koncentrace DNA v oblasti
fragmentd o délce cca 2 500-10 380 bp a jejich lehky posun smérem k relativné krat$im
délkam. Dynamika koncentrace DNA v oblasti fragmentt o délce 35-2 500 bp neni ptilis
dobte pozorovatelnd, zcasti kvili velkému fedéni (1 hod.) a z ¢asti pravdépodobné kvuli
piilis§ nizké koncentraci DNA ve vzorku (22 hod.). Detekovatelna je pouze ¢ast fragmenta
v rozmezi 600-2 500 bp. U vzorku ze 46 hod. dochdzi k dal$imu celkovému poklesu
koncentrace DNA. Pfi porovnani vzorku fixovaného 46 hod. v roztoku 4NF a vzorku
fixovaného 46 hod. v roztoku 4PF je vidét vyznamny rozdil ve fragmentaci delSich

fragmentt (>2 000 bp) (obrazek 7).
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Obrazek 7: Koncentrace a mira fragmentace vyizolované DNA stanovena pomoci cipové
elektroforézy v zavislosti na délce fixace (roztok 4NF). Vzorky z tkané svalu (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 1 hod, 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v) nepufrovaného formaldehydu (4NF).
Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. Poté byla ze vzorktu
vyizolovana DNA a pomoci Cipové elektroforézy na bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies,
USA) byla analyzovana jeji koncentrace a mira fragmentace. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy.
Na ose x je vynesena délka fragmentd DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [FU]. FU =

fluorescence unit (fluorescencni jednotka).

Vzorek fixovany 1 hod. v roztoku 36NF (5x fedény) fddové odpovida vzorku
fixovanému 1 hod. v roztoku 4PF. Nicméné, na vzorku fixovaném 22 hod. v roztoku
36NF (3,3x zakoncentrovany) je jiz pozorovatelny extrémni ubytek koncentrace DNA
spojeny s vyznamnou degradaci DNA (v elektroforetogramu pro vzorky fixované 1 hod. v
roztoku 36NF je velkd c¢ast fragmentdl mimo rozsah standardu (10380 bp), v
elektroforetogramu pro vzorky fixované 22 hod. v roztoku 36NF se tyto fragmenty
presunuly k délkam kolem 2 500 bp). Ve vzorku fixovaném 46 hod. v roztoku 36NF (3,3x

zakoncentrovany) jiz neni detekovatelna zadna DNA (obrazek 8).
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Obrazek 8: Koncentrace a mira fragmentace vyizolované DNA stanovena pomoci cipové
elektroforézy v zavislosti na délce fixace (roztok 36PF). VVzorky z tkané svalu (muz, 50-60 let, PMI 4
dny) byly fixovany po dobu 1 hod, 22 hod. a 46 hod. v roztoku 36% (v/v) nepufrovaného formaldehydu
(36NF). Jako kontrola slouzila tkan nefixovan a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. Poté byla
ze vzorkl vyizolovana DNA a pomoci Cipové elektroforézy na bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent
Technologies, USA) byla analyzovana jeji koncentrace a mira fragmentace. Zobrazeny jsou vysledné
elektroforetogramy. Na ose X je vynesena délka fragmentti DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace

DNA [FU]. FU = fluorescence unit (fluorescenéni jednotka).

V ptipadé vzorku fixovaného 1 hod. v roztoku 4PF+K (5x fedény) je pozorovatelny
extrémni Ubytek koncentrace DNA. Po fixaci 22 hod. v roztoku 4PF+K (3,3x
koncentrovany) jsou detekovatelnd pouze velmi mald mnozstvi DNA, a to pouze v
rozmezi velikosti fragmentii cca 35-2 500 bp. Ve vzorku fixovaném 46 hod. v roztoku
4PF+K (3,3x koncentrovany) jiz neni detekovatelnd zddna DNA (vyjma 3 bp velkého

piku, ktery je mimo rozsah vnitiniho standardu) (obrazek 9).
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Obrazek 9: Koncentrace a mira fragmentace vyizolované DNA stanovena pomoci cipové
elektroforézy v zavislosti na délce fixace (roztok 4PF+K). Vzorky z tkan¢ svalu (muz, 50-60 let, PMI 4
dny) byly fixovany po dobu 1 hod, 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v) pufrovaného formaldehydu s 4%
(v/v) kyselinou mravenéi (4PF+K). Jako kontrola slouZila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se
tedy o ¢as 0 hod. Poté byla ze vzorkt vyizolovana DNA a pomoci Cipové elektroforézy na bioanalyzéru
Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) byla analyzovéana jeji koncentrace a mira fragmentace.
Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Na ose x je vynesena délka fragmentli DNA [bp], na ose y je

vynesena koncentrace DNA [FU]. FU = fluorescence unit (fluorescen¢ni jednotka).

4.3 Pre-fixacni oSetieni tkané roztokem DNAgard Tissue
nema vliv na mnoZstvi a stupen fragmentace

vyizolované DNA

DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) je roztok ur¢eny na stabilizaci nevyizolové DNA v
tkanovych vzorcich. Bylo ovéteno, zda oSetfeni vzorku tkdné roztokem DNAgard Tissue
(Biomatrica, USA) po 24 hod. pted fixaci fixaénimi roztoky 4PF, 4NF, 36NF, 4PF+K a
4ANF+NaOH ma vliv na kvalitu a kvantitu nasledné izolované DNA. Testované vzorky
pochazely ze srde¢ni tkané a byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod., a 46 hod.

Hodnoty koncentrace DNA v grafech (obrazek 10) jsou znazornény jako pruméry

¢ty hodnot ze dvou technickych duplikath, které byly ptipraveny z duplikéati
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biologickych, a jejich smérodatné odchylky. Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a
zmrazenda na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod.

Obrazek 10 ukazuje, ze oSetfeni tkani roztokem DNAgard Tissue (Biomatrica,
USA) pied fixaci vede k zisku srovnatelnych nebo dokonce niz$ich vytézkii DNA u vSech
fixaCnich roztokd a ve vsech sledovanych ¢asech jako u vzorkli neoSetienych roztokem
DNAgard Tissue (Biomatrica, USA). Z méfeni metodou qPCR tedy vyplynulo, ze
umisténi vzorku tkdné do DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) na 24 hod. pfed fixaci

nema vyrazné pozitivni vliv na kvalitu a kvantitu vyizolované DNA.
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Obrazek 10: Pre-fixa¢ni oSetfeni tkané roztokem DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) nema vliv na
mnoZstvi a miru fragmentace vyizolované DNA. Vzorky ze srde¢ni tkané (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztocich: 4% (v/v) pufrovany formaldehyd (4PF), 4%
(v/v) nepufrovany formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd (36NF), 4% (v/v) pufrovany
formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenéi (4PF+K) a 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v)
hydroxidem sodnym (4NF+NaOH). Cést vzorkt byla pied fixaci 24 hod. inkubovana v roztoku DNAgard
Tissue (Biomatrica, USA) pfi pokojové teploté (v grafech znazornéno znaménkem ,,+°; neosetfena tkan je
znazornéna znaménkem ,,—*). Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o
¢as 0 hod. Poté byla ze vzorkti vyizolovana DNA a jeji koncentrace byla stanovena qPCR pomoci tfi part
primertt pro lidské Alu sekvence, které tvofily produkty o délkach 229 bp, 141 bp a 63 bp. Hodnoty
koncentrace DNA v grafech jsou uvedeny jako praméry étyi hodnot ze dvou technickych duplikatd, které

byly pfipraveny z duplikat biologickych, a jejich smérodatné odchylky.

4.4 Porovnani fixacniho experimentu Fixace Il s Fixaci I
a Fixaci 111

Doposud uvedené vysledky jsou vSechny ziskany z Fixace II (3.2.2). Aby byla
eliminovana nahodna ¢i experimentalni chyba, byly udélany celkem tfi fixacni
exprerimenty: Fixace |, Fixace IlI, Fixace Il (3.2.1. a 3.2.2), které byly nasledné
porovnany mezi sebou.

Analyza vzorku ptipravenych v ramci Fixace | neposkytla mnoho relevantnich dat.
To bylo pravdépodobné zpisobeno tim, Ze experiment Fixace I byl pfipraven tak, ze po
fixaci tkani bylo fixac¢ni ¢inidlo od tkdn€ odstranéno promytim vzorki v destilované vodé.
Toto promyti ale pravdépodobné nevedlo k dostatecnému odstranéni fixa¢niho roztoku a
nasledna qPCR analyza vzorku byla ve velkém mnozstvi ptipadd inhibovana. Z tohoto
divodu byl u Fixace II a Fixace III po zafixovani tkan¢ zafazen krok odvodnéni a
zavodnéni (3.2.3) a Fixace I nebyla dale zpracovana (zde neukazané vysledky nicméné
ukazuji na stejné trendy jako v pfipadé€ Fixace II a Fixace III).

Na obrazku 11 jsou znazornény souhrnné vysledky ziskané z dat naméfenych
metodou gPCR (3.2.6) ze vzorka Fixace II a Fixace III, na néz byla aplikovana statisticka
analyza. Pouzity byly 3 pary primert pro lidské Alu sekvence (3.1.5). Ty tvofily produkty
o délce 229 bp, 141 bp a 63 bp.

M¢fteni koncentrace DNA byla provedena u vzorkd srdce, ledviny, svalu a jater
fixovanych v roztocich 4PF, 4NF, 36NF a 4PF+K. Hodnoty koncentrace DNA v grafech
(obrazek 11) jsou znazornény jako prameéry ctyi hodnot ze dvou technickych duplikatd,

které byly pfipraveny z duplikatii biologickych, od dvou darch, a jejich smérodatné
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odchylky. Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o
¢as 0 hod.

Tyto vysledy potvrzuji, Ze hodnoty koncentrace DNA namétené pro tkané fixované
po dobu 1 hod. v roztocich 4PF a 4NF se zpravidla pfili$ nelisi od hodnot namétenych pro
kontrolu -20 °C. Na rozdil od kontroly doslo u svalové tkané fixované po dobu 1 hod.
Vv roztocich 4PF a 4NF k statisticky signifikantné vyssi fragmentaci DNA. U ostatnich
tkani bylo zastoupeni nejkratSiho (63 bp) produktu qPCR v porovnani s nejdelSim
produktem (229 bp) u kontroly a vzorki fixovanych 1 hod. roztokem 4PF a 4NF
srovnatelné. Pokles v koncentraci DNA ziskané ze vzorki fixovanych roztokem 4NF
VvV porovnani s fixaci v roztoku 4PF, byl statisticky signifikantni pouze u vzorku srdce
fixovaného po dobu 22 a 46 hod. (obrazek 11).

Déle se u vzorkl fixovanych roztokem 4PF a 4NF potvrdilo, Ze u vSech tkani
dochazi k vyznamnému a statisticky signifikantnimu poklesu koncentrace DNA
vyizolované z tkani fixovanych po dobu 22 hod. a 46 hod. ve srovnani s koncentraci DNA
vyizolované z tkani fixovanych po dobu 1 hod. U vSech tkani, s vyjimkou jaterni tkan¢,
fixovanych 46 hod. roztokem 4NF navic dochdzi k vétsi fragmentaci DNA nez u vzorkl
fixovanych 46 hod. roztokem 4PF, nebot’ rozdil v zastoupeni nejkratSich produkti qPCR
reakce vici nejdelsim produktim byl statisticky signifikantni pouze u vzorkl fixovanych
v roztoku 4NF a nikoliv u vzorkt fixovanych v roztoku 4PF (obrazek 11).

V ptipad€ vzorki fixovanych v roztocich 36NF a 4PF+K se potvrdilo, Ze dochdzi
k vyznamnému a statisticky signifikantnimu poklesu mnozstvi vyizolované DNA oproti
vzorkim fixovanym v roztoku 4PF, a to v pfipadé vSech fixa¢nich cast. U vzorka
fixovanych v roztoku 36NF je navic snizeni koncentrace mezi tkani fixovanou lhod. a 22
hod. a 46 hod. statisticky signifikantni, nicméné u vzorkd fixovanych v roztoku 4PF+K
pokles koncentrace DNA, vzhledem Kk celkové nizké koncentraci DNA, statisticky

signifikantni neni (obrazek 11).
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Obrazek 11: Souhrnné vysledky kvality a kvantity DNA z Fixace Il a Fixace 11l stanovené metodou
gPCR. Vzorky z tkani srdce, ledviny, svalu a jater dvou darci (darce 1: muz, 50-60 let, PMI 4 dny; darce 2:
muz, 82 let, PMI 3 dny) byly fixovany po dobu 1 hod, 22 hod. a 46 hod. v roztocich: 4% (v/v) pufrovany
formaldehyd (4PF), 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany formaldehyd
(36NF) a 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenc¢i (4PF+K). Jako kontrola slouZila
tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o Cas 0 hod. Poté byla ze vzorkl vyizolovana DNA a
jeji koncentrace byla stanovena qPCR pomoci tif part primerti pro lidské Alu sekvence, které tvorily
produkty o délkach 229 bp, 141 bp a 63 bp. Hodnoty koncentrace DNA v grafech jsou uvedeny jako
priméry &tyt hodnot ze dvou technickych duplikatd, které byly ptipraveny z duplikati biologickych, od
dvou darct a jejich smérodatné odchylky. V ptipadé, Ze byl rozdil v zastoupeni nejkratSich (63 bp)
produktl vaci nejdelsim (229 bp) statisticky signifikantni (p<0,5; Mann-Whitney test), je vyznacen
symbolem * nad sloupecky pro produkty 63 bp. Statisticky signifikantni (p<0,5; Mann-Whitney test)

rozdily koncentrace DNA (stanovené pomoci vSech part primeri) u delSich fixa¢nich ¢asti (22 a 46 hod.) v
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porovnani s fixacnim ¢asem 1 hod. pii pouziti jednoho fixa¢niho roztoku jsou v grafech vyznaceny ¢ernymi
linkami a ¢ernymi symboly *. Statisticky signifikantni (p<0,5; Mann-Whitney test) rozdily koncentrace
DNA (stanovené pomoci vSech parti primert) mezi jednotlivymi fixacnimi roztoky v porovnani s
hodnotami koncentrace DNA pro roztok 4PF (srovnany jsou vzdy odpovadajici si fixaéni ¢asy) jsou v

grafech vyznaceny Sedymi linkami a Sedymi symboly *. ns = nebyl statisticky signifikantni rozdil.

4.5 V zavislosti na chemickém sloZeni fixacniho roztoku
formaldehydu a délce fixace se méni mozZnosti

provedeni STR analyzy

STR analyza sestava z multiplexové PCR reakce s naslednym elektroforetickym délenim
a fluorescencni detekci produkti PCR reakce (3.2.9). Vysledkem STR analyzy je
stanoveni DNA profilu pro identifikacni tcely. V této praci predstavovala STR analyza
dilezity vystup, protoze je rutinné pouzivanou praktickou aplikaci na forenznich
pracovistich, kde vzorky z tkani fixovanych formaldehydem piedstavuji nestandardni
material.

M¢teni bylo provedeno pomoci kitu AmpFLSTR NGM SElect (Applied
Biosystems, USA) na pfistroji DNA analyzér ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA), a to pouze u vzorku svalu fixovaného po dobu 1 hod., 22
hod. a 46 hod. v roztocich 4PF, 4NF, 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH. Redéni a objemy
jednotlivych vzorkii (po amplifikaci a naznaceni metodou multiplexové PCR)
ptidavanych k roztoku na elektroforetickou analyzu (3.2.9) jsou uvedeny v Tabulce 6
(str. 58). STR analyza zahrnovala 17 amplikoni (16 autozomalnich + 1 gonozomalni)
rozdélenych do 4 fluorescencnich systému. Jako kontrolni vzorek slouzila tkan zmrazena
na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. bez jakéhokoli oSetfeni fixacnim ¢inidlem. Pro
ptehlednost jsou zatazeny vysledky pouze z jednoho fluorescenéniho detekéniho systému,
zbylé jsou uvedeny v Ptiloze (kapitola 8, str. 72-81).

Vzorek fixovany roztokem 4PF poskytuje piky o vysoké intenzité fluorescenc¢niho
signalu. Vzorek fixovany roztokem 4NF poskytuje pouze lehce snizenou intenzitu
fluorescen¢niho signalu oproti vzorku fixovanému roztokem 4PF, vyska piki je vSak stale
nad analytickym limitem (obrazek 12; P1 a P2, Ptiloha, str. 72, 74). Pii fixaci v roztoku
36NF jiz u vzorku dochéazi k viditelnému sniZeni vySky pikl,, u nékterych systémul
dokonce dochazi ke drop-out efektu (vymizeni pik) (obrazek 12; P3, Ptiloha, str. 76).

Vzorek fixovany v roztoku 4PF+K vykazuje extrémni snizeni vysky pikd az k hranici
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analytického limitu a neziidka dochazi i k drop-out efektu. V ptipad¢ vzorku fixovaného

v roztoku 4NF+NaOH dochazi ke snizovani vysky pikt pfedevsim u delSich amplikonti

(obrazek 12).
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Obrazek 12: V zavislosti na chemickém sloZeni fixaéniho roztoku se méni mozZnosti provedeni STR
analyzy. Vzorky z tkan¢ srdce (muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po 22 hod. Vv roztocich: 4% (v/v)
pufrovany formaldehyd (4PF), 4% (v/v) nepufrovany formaldehyd (4NF), 36% (v/v) nepufrovany
formaldehyd (36NF), 4% (v/v) pufrovany formaldehyd s 4% (v/v) kyselinou mravenci (4PF+K) a 4% (v/v)
nepufrovany formaldehyd s 4% (w/v) hydroxidem sodnym (4NF+NaOH). Jako kontrola slouzila tkan
nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovana ze vzorkd byla nasledné

podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Cerné Sipky znazoriji ptiklady
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mist s drop-out efektem, $edé Sipky ukazuji pfiklady mist se zna¢né snizenou intenzitou signalu. Na ose X je
vynesena délka fragmenti DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative

fluorescence unit (relativni fluorescenéni jednotka).

U vzorku fixovaného v roztoku 4PF dochézi s prodluzujicim se fixacnim Casem
K minimalnim zménam ve vyskach pikd (obrazek 13). V ptipadé vzorku fixovaného v
roztoku 4NF dochazi s prodluzujicim se fixatnim ¢asem k vyznamnéj$imu snizeni vysky
piki a kdrop-out efektu (obrazek 14). U vzorku fixovaného v roztoku 36NF se
s prodluzujicim se fixatnim casem vyrazn¢ snizuje vyska piki a pii 46 hod. dlouhé fixaci
dochazi k vyraznému drop-out efektu (obrazek 15). Obdobné vysledky byly ziskany u
vzorklh fixovanych Vroztocich 4PF+K a 4NF+NaOH. Pro ptehlednost jsou
elektroforetogramy pro vzorky fixované v roztocich 4PF+K a 4NF+NaOH zafazeny do
Ptilohy (kapitola 8, str.78-80) jako obrazky P4 a P5.
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Obrazek 13: V zavislosti na délce fixace se méni moZnosti provést STR analyzu. Vzorky z tkané srdce
(muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v)

pufrovaného formaldehydu (4PF). Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazend na -20 °C, jedna se

tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovana ze vzorkii byla nasledné podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou
vysledné elektroforetogramy. Na ose x je vynesena délka fragmenti DNA [bp], na ose y je vynesena

koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative fluorescence unit (relativni fluorescenéni jednotka).
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Obrazek 14: V zavislosti na délce fixace se méni moZnosti provést STR analyzu. Vzorky z tkané srdce
(muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v)
nepufrovaného formaldehyd (4NF). Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se
tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovand ze vzorkd byla nasledné podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou
vysledné elektroforetogramy. Cerné Sipky znazoriuji piiklady mist s drop-out efektem. Na ose x je
vynesena délka fragmenti DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative

fluorescence unit (relativni fluorescenéni jednotka).
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Obrazek 15: V zavislosti na délce fixace se méni mozZnosti provést STR analyzu. Vzorky z tkané srdce
(muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 36% (v/v)
nepufrovaného formaldehydu (36NF). Jako kontrola slouzila tkan nefixovan a zmrazena na -20 °C, jedna

se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovana ze vzorki byla ndsledn¢ podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou
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vysledné elektroforetogramy. Cerné Sipky znazoriwiji piiklady mist s drop-out efektem. Na ose X je
vynesena délka fragmenti DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative

fluorescence unit (relativni fluorescenéni jednotka).

Tabulka 6: Piehled pouzitych objem (a vysledné Fedéni) DNA piidavanych do roztoku na
elektroforetickou analyzu STR.

Fixacni roztok Cas fixace Objem (fedéni)
4PF 1 hod. 0,8 pl (10x)
ANF 1 hod. 0,8 pl (10x)
36NF 1 hod. 0,8 pl (10x)
4PF+K 1 hod. 0,8 pl (10x)
ANF+NaOH 1 hod. 0,8 pl (10x)
4PF 22. hod. 0,8 pl (10x)
ANF 22. hod. 0,8 pl (10x)
36NF 22. hod. 0,8 ul (5x)
4PF+K 22. hod. 3 ul (1x)
4NF+NaOH 22. hod. 0,5 pl (1x)
4PF 46 hod. 0,8 pl (5x)
ANF 46 hod. 0,8 pl (5x)
36NF 46 hod. 0,8 pl (5x)
4PF+K 46 hod. 3 ul (1x)
ANF+NaOH 46 hod. 3 ul (1x)
Kontrola -20 °C 0 hod. 0,8 pl (10x)
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5 Diskuze

Fixace tkéni formaldehydem a néasledné zaliti do parafinového blocku je rozSifenou
metodou pouzivanou v patologické a 1ékaisko soudni praxi. Ackoliv je formaldehyd pro
své vlastnosti vytecnym fixacnim ¢inidlem pro histologickou analyzu, v ptipad¢ aplikace
molekularné biologickych metod piinasi jeho pouziti problémy. Z formaldehydem
zafixované tkan¢ se DNA jednak hufe izoluje (zhorSené Sté€peni tkané, inhibice izola¢nich
technik, kovalentni vazba DNA na proteiny) a jednak je tato DNA chemicky a fyzicky
modifikovana (kovalentni vazba DNA na proteiny, fragmentace, modifikace primarni
sekvence). Tyto problémy nezpusobuje pouze formaldehyd, ale i produkty vznikajici jeho
rozkladem (kyselina mravenci) (Fox et al., 1985; Koshiba et al., 1993). Dopady téchto
komplikaci se daji snizit dvéma zplsoby: optimalizaci fixacniho postupu nebo
optimalizaci izola¢niho postupu.

V ramci této prace byl nejprve proveden dotaznikovy vyzkum pracovist’ soudniho
1ékaistvi a patologie v Ceské republice. Na zakladé tohoto dotazniku bylo rozhodnuto o
provedeni experimentd v cCasovych bodech 1 hod., 22 hod. a 46 hod. Dile bylo
rozhodnuto o pouziti n€kolika fixacnich roztokli zalozenych na formaldehydu tak, aby
byly simulovany riizné chemické stavy formaldehydu pouzivaného k fixacim. Byly
provedeny celkem tii na sobé nezavislé fixace: Fixace I, Fixace Il a Fixace IlI.
Diskutované vysledky jsou primarné ziskané z Fixace II. Aby byly tyto vysledky
validované, je Fixace II porovnéana k Fixaci I a Fixaci 1L

Ze srovnani dat ziskanych ze vzorka fixovanych 1 hod. ve fixatnim roztoku 4PF
s daty ziskanymi z kontroly, pfipravené zamrazenim tkané na -20 °C, metodou gPCR je
patrné, Ze takto kratké pusobeni pfesné nafedéného a pufrovaného formaldehydu ma
minimalni negativni vliv na koncentraci a fragmentaci DNA. Toto zjisténi se potvrdilo i
pii méfeni na bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA) v piipadé delsich
fragmenttl DNA (fadové 10% bp). Vzhledem k piili§ vysokému fedéni obou vzorki ale
nebyl touto metodou zjistén vliv fixace po dobu 1 hod. v roztoku 4PF na fragmentaci
DNA u kratsich fragmentl (fadoveé 10% bp). U vzorkii fixovanych v roztoku 4PF po dobu
22 hod. byl metodou qPCR pozorovan ubytek v mnozstvi vyizolované DNA. Tento trend
byl potvrzen fluorescenénim stanovenim koncentrace DNA (absolutni hodnoty
koncentraci namétfené touto metodou jsou cca o fad nizsi, nez bylo stanoveno metodou

qPCR, tato skute¢nost by mohla byt zpiisobena tim, Ze je ve vzorku pfitomna ve vysoké
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koncentraci jednotetézcova DNA, ktera neni pii pouziti této metody detekovatelna nebo
mohla degradace DNA ovlivnit pfesnost méteni (Sedlackova et al., 2013)). Z méfeni na
bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA), vzhledem k piili§ vysokému
fedéni vzorku 4PF z fixace po dobu 1 hod., nelze piesné stanovit dynamiku malych
fragmenti (fadové 10 bp) v ase mezi 1 hod. az 22 hod., ale u velkych fragmentd (Fadove
10° bp) lze vypozorovat snizeni koncentrace. Delsi fixace (46 hod.) tyto trendy dale
prohlubuje. Lze tedy fici, ze i spravné fedény a pufrovany formaldehyd ma negativni vliv
na zisk DNA z fixovanych tkani, je-li fixace provadéna po del$i dobu (standardni fixa¢ni
doba na klinickych pracovistich je 12-24 hod. (viz Tabulka P1, Ptiloha, str. 69). V
pripad¢ fixace po dobu 1 hod. pravdépodobné nedochézi k dostate¢nému profixovani
tkané, jelikoz formaldehyd, a¢ rychle pronika do tkani, fixuje pomalu (Fox et al., 1985).
Nutno podotknout, ze piestoze fixace v roztoku 4PF sniZzuje kvantitu a kvalitu
vyizolovatelné DNA, STR analyza na takto fixovanych tkanich probihd bezproblémove i
po 46 hod. fixaci.

Roztok 4NF byl vybran, aby simuloval formaldehyd v ptipadé Spatné laboratorni
praxe. Takovyto formaldehyd by mél mit niz§i pH a obsahovat vyssi procento kyseliny
mravenci, coz pusobi negativné na DNA (Koshiba et al., 1993). Z vysledku vyplyva, Ze
roztok 4NF se chova velmi podobné jako roztok 4PF pfi fixaci po dobu 1 hod., kdy jsou
stupen fragmentace a koncentrace DNA v podstaté shodné. Avsak u tkani fixovanych 22
hod. je jiz patrny mirny pokles ve vytézcich DNA. U tkani fixovanych 46 hod. dochazi ke
zieteln¢ vyssi fragmentaci DNA, nez u vzorku fixovanych roztokem 4PF, jak bylo
ukazano pomoci qPCR a bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA). U
fixaci 22 hod. a 46 hod. u vzorku jater bylo, na rozdil od ostatnich tkani, detekovéno
velké snizeni vyt€zki DNA. Tato data ziskand z qPCR byla potvrzena také
fluorescenénim méfenim. Toto je pravdépodobné zpusobeno rozdilnou vnimavosti
riznych tkani k fixaénim ¢inidlim (Karlsen et al., 1994). Z vysledkti STR analyzy tkani
fixovanych v roztoku 4NF vyplyva, ze negativni vliv roztoku 4NF na kvalitu a kvantitu
DNA ma vliv i na kvalitu analyzy STR. Pfi fixaci 22 hod. je pozorovatelny ubytek
intenzity signalu a pii 46 hod. fixaci dochazi az k alelickému drop-out efektu. Z tohoto
plyne, ze nedostatecné oSetfeny formaldehyd muze zptisobit komplikace pii STR analyze.

Roztok 36NF je v porovnani s roztokem 4PF hor§im fixa¢nim cinidlem,
minimalné s ohledem na molekularn¢ biologické techniky. Jiz pfi fixaci po dobu 1 hod. je
zpravidla vidét pokles ve vytézcich DNA. Pii fixacich po dobu 22 hod. a 46 hod. je
vytézek DNA minimalni. Toto bylo potvrzeno jak metodou qPCR, tak metodou
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fluorescenéniho métfeni koncentrace DNA a méfenim na bioanalyzéru Agilent 2100
(Agilent Technologies, USA). Vzorek fixovany roztokem 36NF na STR analyze vykazuje
postupnou ztratu intenzity signalu tmémne s délkou fixacniho Casu a to tak, Ze pii fixaci
22 hod. je jiz vyrazné snizena vyska piki a pti fixaci 46 hod. dochéazi k vicenasobnému
alelickému drop-out efektu.

Zasadni snizeni ve vytézcich DNA zpusobila fixace tkédni v roztoku 4PF+K a
4ANF+NaOH. Tyto roztoky pfedstavuji extrémné znehodnoceny formaldehyd. Jiz po 1
hod. fixace dochazi k velmi vyraznému ubytku v koncentraci DNA. Vzorky fixované 22
hod. a 46 hod. obsahuji minimum detekovatelné DNA, jak bylo stanoveno metodou
gPCR. Totozné vysledky poskytuje i fluorescencni méteni koncentrace DNA a v ptipad¢
4PF+K také méfeni na bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent Technologies, USA). Na STR
analyze dochazi k vyraznému snizeni intenzity signalu a k alelickému drop-out efektu.
Vzorky fixované roztoky 4PF+K a 4NF+NaOH jsou tedy nevhodné k analyze STR.

V této praci byl také sledovan vliv roztoku DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) na
srdeCni tkan fixovanou roztoky 4PF, 4NF, 36NF, 4PF+K a 4NF+NaOH po 1 hod., 22
hod. a 46 hod. Tkan byla do roztoku DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) umisténa na 24
hod. pted samotnou fixaci. Vyrobce udava, ze tento roztok ochrani DNA pied degradaci
az po dobu 6 mé&sicu, je-1i v ném tkan naloZena. Bylo tedy testovano, zda-li by kratkodobé
umisténi tkané do roztoku DNAgard Tissue (Biomatrica, USA) pted fixaci nepomohlo
zachovat kvalitu a kvantitu DNA pfi nasledné fixaci. Méteni ukazalo, ze se tomu tak
nedéje a vytézky DNA jsou snizeny stejné, jako kdyz k oSetfeni roztokem DNAgard
Tissue (Biomatrica, USA) nedochézi. Diivodem nejspise bylo, Ze roztok DNAgard Tissue
(Biomatrica, USA) DNA chemicky trvale nemodifikuje, a tedy ji pfed zménami chrani
pouze, pokud se s ni nachazi v trvalém kontaktu.

Srovnani Fixace II s Fixaci 1l potvrzuje trendy popsané na zakladé méteni vzorka
z Fixace Il. Pro silnéjsi statistické zhodnoceni by bylo dobré provést dal§i opakovani.

Primery pouzité v této praci tvoii produkty o relativné blizké velikosti (63 bp, 141
bp, 229 bp). Piestoze jsou tyto amplikony vhodné vzhledem k nésledné STR analyze
(kterd pracuje v tomto velikostnim rozsahu), postihuji relativné maly rozsah moZnosti
fragmentace DNA, a tudiz nejsou zcela vhodné pro hlubsi zkoumani fragmentace DNA.
Toto zvlasté vynika pfi porovnani s méfenimi na bioanalyzéru Agilent 2100 (Agilent
Technologies, USA). Jelikoz v ramci Alu sekvenci nelze vytvofit amplikony fadové o
tisicich az desetitisicich bazi, pfinaSi méfeni na pfistroji bioanalyzér Agilent 2100

(Agilent Technologies, USA) podstatné rozsifeni informaci o stupni fragmentace DNA.
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U jednotlivych tkadni byla pfi méfeni metodou qPCR patrnd rozdilnost
Vv absolutnich hodnotach koncentraci vyizolované DNA. Toto je pravdépodobné
zpusobeno rozdilnou vnimavosti tkédni k ucinkim fixacnich c¢inidel a rozdilnou
izolovatelnosti DNA po fixaci. Odlisna izolovatelnost DNA mize byt dana jinou
konzistenci tkani po fixaci, coz vede tomu, ze Stépeni tkdni pti extrakci DNA probiha
s rozdilnou ucinnosti (Karlsen et al., 1994). Dalsi moznosti je také odlisna hustota jader
V raznych tkanich.

Z této prace vyplyva, ze v piipadech, kdy je mozné pracovat se vzorky, které byly
fixovany kvalitnim 4% pufrovanym formaldehydem, neni problém aplikovat molekularné
biologické metody véetné STR analyzy. Nicméné v pripadech, kdy byla tkan fixovana 4%
formaldehydem nizsi (4NF) ¢i velmi nizké kvality (36 NF, 4PF+K, 4NF+NaOH), tato
prace naznacuje, ze dany vzorek nebude poskytovat dobré vysledky pti aplikaci
molekularné biologickych metod. Moznosti, jak takovy stav zvratit, je pouziti
vhodnéjsiho extrakéniho postupu (viz resSersni ¢ast této prace, kapitola 3.2.1.4).

Dalsi moZnosti je se takovéhoto stavu vyvarovat, coz umoziiuje pouziti tzv.
molekularnich fixa¢nich C¢inidel, jako je napfiklad PAXgene (Qiagen, Némecko).
Molekularni fixa¢ni ¢inidla by mohla nahrazovat formaldehyd jako fixa¢ni ¢inidlo. Maji
totiZ stejn¢ dobfe zachovavat morfologicky a antigenni profil tkané, navic vSak maji byt
Setrn&jsi K nukleovym kyselinam. Literatura uvadi, ze ackoliv molekularni fixa¢ni roztoky
mohou pfinaset benefit v ptipadé RNA, v ptipadé DNA poskytuji srovnatelnou kvalitu
s formaldehydem. Pii jejich pouziti vSak odpada nutnost kontroly kvality formaldehydu
(Belloni et al., 2013; Staff et al., 2013).

Je nutné mit na paméti, Ze ackoliv jsou zde prezentovany vysledky ziskané z tkani
fixovanych formaldehydem, nebyly tyto zalité do parafinu, coz je jinak b&éznou soucasti
histologické praxe. Nutnost manipulace s parafinem by vnesla dal$i proménné, predevSim
procesem odstranéni parafinu. Nicméné parafin sdm o sobé by nemél DNA nikterak
chemicky modifikovat (Hewitt et al., 2008), a tudiz byl zamé&rné opomenut.

V dal$ich experimentech by bylo vhodné racionalizovat pouziti fixa¢nich roztoku.
Napftiklad u roztoku 4PF+K by koncentrace kyseliny mraven¢i mohla byt odvozena od
skutecné pouzivanych roztoki v konkrétnich klinickych laboratofich. Stejn¢ tak by se
mohla upravovat koncentrace formaldehydu blize okolo hodnoty 4 %. Poptipadé by
mohlo byt pouzito pfimo roztokii zapiijcenych z klinickych pracovist. Déle by bylo
zajimavé zahrnout pH ¢i teplotu roztoku do proménnych, které ovliviiuji kvalitu

vyizolované DNA.
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6 Souhrn

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo posoudit vliv fixace tkani ve fixa¢nich roztocich
zalozenych na formaldehydu na kvalitu a kvantitu izolované DNA. Za timto ucelem byly
ruznymi metodickymi piistupy zkoumany dva faktory, které ovlivituji miru fragmentace a

mnozstvi vyizolované DNA.

Prvnim faktorem je chemické slozeni fixaéniho roztoku formaldehydu. Bylo
ukazano, ze pro molekularné biologické metody je z testovanych fixacnich cinidel
zalozenych na formaldehydu nejvhodnéjsi 4% pufrovany formaldehyd. Mirn¢ zhorSenou
kvalitu a kvantitu DNA poskytovaly vzorky fixované 4% nepufrovanym formaldehydem.
Dalsi chemické modifikace jiz ovliviiuji stupen fragmentace a mnozstvi vyizolované
DNA zasadné, jak bylo ukazano na vysledcich pro 36% nepufrovany formaldehyd, 4%
pufrovany formaldehyd s 4% kyselinou mravenci a 4% nepufrovany formaldehyd s 4%
hydroxidem sodnym. Oproti 4% pufrovanému formaldehydu tyto roztoky zhorSovaly
métené parametry vyizolované DNA a zaroveil neposkytovaly tolik kvalitni materiél pro

stanoveni DNA profilu v STR analyze.

Druhym zkoumanym faktorem byla délka fixace. Zde bylo ukéazédno, ze ¢im déle
fixace probihala, tim niz§i vytézky a mén¢ kvalitni DNA byla ziskana, coz plati pro

vSechny pouZité fixacni roztoky.

Obecné doporuceni pro ptipravu fixovanych preparatii vzhledem k jejich nasledné
analyze s vyuzitim molekularné biologickych metod je tedy pouzivat opravdu spravné
fedény a pufrovany 4% formaldehyd, jelikoZ 1 mirnéj$i chemicka modifikace mliZze pfi
déle trvajici fixaci zpisobovat komplikace. V pfipad€, Ze si nejsme jisti kvalitou
formaldehydu, je tieba dbat na to, aby fixace trvala pouze nezbytné¢ dlouhou dobu.

Nicméng, to je skutecnost, kterou je lepSi dodrzovat 1 pii pouziti kvalitniho formaldehydu.
Dale byla zpracovana literarni reSerSe zabyvajici se optimalizaci fixace tkani

formaldehydem a optimalizaci nasledné izolace DNA z formaldehydem fixovanych

vzorku.
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8 Prilohy

Tabulka P1: Shrnuti dotaznikového prizkumu ohledné fixa¢nich protokold pouZivanych na
pracovistich patologie a soudniho 1éka¥stvi. Formou elektronického dotazniku bylo obeslano pfiblizné sto
pracovist soudniho 1ékaistvi a patologie v Ceské republice. V tabulce jsou uvedeny informace ziskané od
27 respondentd ohledné typu pouzivaného formaldehydu (pufrovany nebo nepufrovany), jeho piipravy a
ohledné délky fixace. Vyneseno je také zastoupeni jednotlivych odpovédi v procentech.

4% formaldehyd Pocet odpovédi  V procentech
Nespecifikovalo, Ze pouziva pufrovany 21 78%
Specifikovalo, Zze pouziva pufrovany 5 19%
Pouziva oba typy, dle nasledné analyzy 1 4%
Priprava 4% formaldehydu
Uvedlo, Ze odebiraji jiz fedény 9 33%
Uvedlo, Ze fedi sami 12 44%
Pouziva oba zpusoby, dle potfeby 4 15%
Nespecifikovalo 2 7%
Délka fixace

Pouziva 12-24 hod. 20 74%
Uvedlo i kratsi dobu (1-2 hod.), dle velikosti tkané 3 11%
Uvedlo i delSi dobu (az 48 hod.), dle velikosti tkané

a doby dodani vzorku 4 15%
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Tabulka P2: Shrnuti dotaznikového prizkumu ohledné protokoli na piipravu tkani fixovanych ve
formaldehydu a do zalitych do parafinu (FFPE) pouZivanych na pracovistich patologie a soudniho
1ékai'stvi. Formou elektronického dotazniku bylo obeslano pfiblizné€ sto pracovist’ soudniho lékaistvi a
patologie v Ceské republice. V tabulce jsou uvedeny informace ziskané od 5 respondentii ohledné piipravy
FFPE blo¢ku vybranych tak, aby ukazovaly na variabilitu v protokolech.

Fixace formaldehydem 1 hod. — 48 hod.
Promyti vodou cca 30 min., pokud je soucasti protokolu
70% EtOH 96% EtOH | 80% EtOH 60% EtOH 70% EtOH | 80% EtOH
90 min 60 min 60 min 90 min 60 min 60 min
80% EtOH 96% EtOH | 80% EtOH 70% EtOH 96% EtOH | 96% EtOH
90 min 60 min 60 min 90 min 60 min 120 min
k= 96% EtOH 96% EtOH | 96% EtOH 80% EtOH 96% EtOH | 96% EtOH
g 90 min 60 min 60 min 90 min 60 min 180 min
_g 96% EtOH 96% EtOH | 96% EtOH 96% EtOH 96% EtOH | 96% EtOH
o 90 min 60 min 60 min 120 min 60 min 180 min
Bezvody EtOH | 96% EtOH | 96% EtOH 96% EtOH | 96% EtOH
90 min 90 min 60 min 60 min 240 min
Bezvody EtOH | Isopropanol | 96% EtOH 96% EtOH
90 min 90 min 60min 240 min
§ Xylen Xylen Aceton Aceton Aceton Aceton
§ 90 min 60 min 60 min 90 min 60 min 30 min
E E Xylen Xylen Xylen Aceton-Xylen | Aceton Xylen
; g 90 min 90 min 60 min 90 min 60 min 60 min
2 o [ Xylen Xylen Xylen Xylen Toluen Xylen
T S | 90 min 90 min 60 min 90 min 60 min 60 min
§ %‘ Toluen Xylen
5a 60 min 60 min
g Toluen
E 60 min
5 Parafin Parafin Parafin Parafin Parafin Parafin
= 90 min 120 min 60 min 2 hod 60 min 15 min
g Parafin Parafin Parafin Parafin Parafin Parafin
g cca 3 hod 120 min 60 min 3 hod 60 min cca 3 hod
S Parafin Parafin
EJ cca 4-5 hodin 60 min
= Parafin
60 min
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Tabulka P3: Seznam Kkiti na izolaci DNA z FFPE blo¢ku. Tabulka shrnuje komeréni Kity na izolaci
DNA z FFPE blockt dostupnych k 5. 5. 2014. Uveden je vzdy vyrobce, nazev, katalogové ¢islo a odkaz na

WWWw. stranku.

Vyrobce Nazev Kat. ¢islo Web
. Infinium FFPE DNA http://mww.illumina.com/products/infinium_ffpe
Ilumina Restoration Solution WG-321-1001 1" 4 restoration_solution.ilmn
. http://www.epibio.com/applications/nucleic-
T™

llumina g“twkli"“a}?. t FFPEDNA - |~erg1805  facid-purification-extraction-Kits/dna-

Xtraction K extraction/quickextract-ffpe-dna-extraction-kit

Life PicoPure® DNA Extraction KIT0103 http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/p

Technologies [Kit roduct/KIT0103

Life PureLink® Pro 96 Genomic K1821-04A http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/p

Technologies |DNA Purification Kit roduct/K182104A

Mach http:/IW\//vw.r;n- / ] . /

acherey- . net.com/Products/DNAandRNAPurification/DN
nagel NucleoSpin® FFPE DNA 740980.10 Afromtissueandcells/NucleoSpinFFPEDNA/tabi
d/11451/language/en-US/Default.aspx
s . http://www.mobio.com/tissue-cells-dna-
Mobio }31(|)stt.1 C®£.1:PE Tissue DNA 12250-50 isolation/biostic-ffpe-tissue-dna-isolation-
sofation K kit.htm
http://worldwide.promega.com/products/dna-
ReliaPrep™ FFPE gDNA and-rna-purification/genomic-dna-purification-

Promega Miniprep System A2351 kits/reliaprep-ffpe-gdna-miniprep-
system/?activeTab=0
http://www.giagen.com/products/catalog/sample

. DNeasy Blood & Tissue Kit -technologies/dna-sample-

Qiagen (50) 69504 technologies/genomic-dna/dneasy-blood-and-
tissue-kit#orderinginformation
http://www.giagen.com/products/catalog/sample

Qiagen GeneRead DNA FFPE Kit 180134 -technologies/dna-sample-
technologies/genomic-dna/generead-dna-ffpe-kit
http://www.qgiagen.com/products/catalog/sample

. QlAamp DNA FFPE Tissue -technologies/dna-sample-

Qiagen Kit 56404 technologies/genomic-dna/qiaamp-dna-ffpe-
tissue-kit
http://www.qgiagen.com/products/catalog/sample

. QIAamp DSP DNA FFPE -technologies/dna-sample-

Qiagen Tissue Kit 60404 technologies/genomic-dna/qiaamp-dsp-dna-ffpe-
tissue-kit#orderinginformation
http://www.qgiagen.com/products/catalog/sample

. QIlAsymphony DSP DNA -technologies/dna-sample-

Qiagen Kits 937255 technologies/genomic-dna/giasymphony-dsp-
dna-kits
http://www.qgiagen.com/products/catalog/sample

Qiagen REPLI-g FFPE Kit 150243 -technologies/dna-sample-
technologies/genomic-dna/repli-g-ffpe-kit

High Pure FFPET DNA http://lifescience.roche.com/shop/products/high-

Roche Isolation Kit 6868487001 pure-ffpet-dna-isolation-kit#tab-0

. GenElute™ Mammalian _ http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/si
Sigma Genomic DNA Miniprep Kits GIN10-1KT gma/gln10?lang=en&region=CZ

GenomePlex® Complete . . .

. e . |[WGA2- http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/si

Sigma z/\\//cg[:ﬁzr;ome Amplification 10RXN gmalwga2?lang=en&region=CZ

Ve .. http://www.zymoresearch.com/dna/genomic-

ymo research |ZR FFPE DNA MiniPrep™  |D3065

dna/solid-ffpe-tissue-dna/zr-ffpe-dna-miniprep
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Obrazek Pl: Vysledky STR analyzy
formaldehydem v riznych fluorescenénich systémech. VVzorky z tkané srdce (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v) pufrovaného formaldehydu (4PF). Jako
kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovana ze
vzorkll byla nasledné podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Na ose X je

vynesena délka fragmentd DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative

DNA

fluorescence unit (relativni fluorescenéni jednotka).

izolované z tkané fixované
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Obriazek P2: Vysledky STR analyzy
formaldehydem v riznych fluorescenénich systémech. VVzorky z tkané srdce (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v) nepufrovaného formaldehydu (4NF).

DNA

izolované ztkané fixované 4% nepufrovanym

Jako kontrola slouzila tkan nefixovand a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovana

ze vzorki byla nasledné podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Cerné ipky

znazoriuji priklady mist s drop-out efektem ¢&i vyrazné snizenou intenzitou signalu. Na ose X je vynesena

délka fragmenti DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative fluorescence

unit (relativni fluorescenéni jednotka).
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Obrazek P3: Vysledky STR analyzy DNA izolované ztkané fixované 36% nepufrovanym
formaldehydem v riznych fluorescenénich systémech. VVzorky z tkané srdce (muz, 50-60 let, PMI 4 dny)
byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 36% (v/v) nepufrovaného formaldehydu (36NF).
Jako kontrola slouzila tkan nefixovana a zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovana
ze vzorki byla nasledné podrobena STR analyze. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Cerné ipky
znazoriuji priklady mist s drop-out efektem ¢&i vyrazné snizenou intenzitou signalu. Na ose X je vynesena
délka fragmenti DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA [RFU]. RFU = relative fluorescence

unit (relativni fluorescenéni jednotka).
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Obrazek P4: Vysledky STR analyzy DNA izolované ztkané fixované 4% pufrovanym
formaldehydem s 4% Kkyselinou mravendi v riznych fluorescenénich systémech. Vzorky z tkané srdce
(muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v)
pufrovaného formaldehydu s4% (v/v) kyselinou mravenéi. Jako Kontrola slouZila tkan nefixovana a
zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovand ze vzorkl byla nasledné podrobena STR
analyze. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Cerné Sipky znazoriuji piiklady mist s drop-out
efektem ¢i vyrazné snizenou intenzitou signalu, Cervené Sipky oznaduji piiklady mist s detekovanou
kontaminaci. Na ose x je vynesena délka fragmentd DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA

[RFU]. RFU = relative fluorescence unit (relativni fluorescencni jednotka).
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Obriazek P5: Vysledky STR analyzy

pufrovaného formaldehydu s 4% (v/v) kyselinou mravenci. Jako kontrola slouzila tkan nefixovand a
zmrazena na -20 °C, jedna se tedy o ¢as 0 hod. DNA vyizolovand ze vzorkl byla nasledné podrobena STR
analyze. Zobrazeny jsou vysledné elektroforetogramy. Cerné Sipky znazoriuji piiklady mist s drop-out
efektem ¢i vyrazné snizenou intenzitou signalu, Cervené Sipky oznaduji piiklady mist s detekovanou

kontaminaci. Na ose x je vynesena délka fragmentd DNA [bp], na ose y je vynesena koncentrace DNA

DNA
formaldehydem s 4% Kkyselinou mravendi v riznych fluorescenénich systémech. Vzorky z tkané srdce
(muz, 50-60 let, PMI 4 dny) byly fixovany po dobu 1 hod., 22 hod. a 46 hod. v roztoku 4% (v/v)

[RFU]. RFU = relative fluorescence unit (relativni fluorescencni jednotka).

izolované z tkané fixované
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