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Abstrakt

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je technika, ktera umoziuje lokalizaci a
identifikaci specifické sekvence nukleotidii v DNA, poptipadé RNA, které jsou pak nasledné
viditelné pod mikroskopem. FISH spoc¢iva nejprve v denaturaci dané nukleové kyseliny, a to
bud’ vysokymi teplotami nebo ptisobenim denaturacnich ¢inidel jako je naptiklad formamid,
¢imz dojde k oddéleni fetézcti. Po nasledném navozenim reasocia¢nich podminek dojde podle
pravidel komplementarity k navazani znacené kratké proby na vysetfované vlakno DNA ¢i
RNA, tento proces se nazyva hybridizace. K hybridizaci dochazi in situ, tedy pfimo ve
vySetfovaném vzorku. Préby mohou byt znaceny bud’ pfimo pomoci fluorescencnich barvi¢ek
a nebo nepiimo, kdy je proba znacena haptenem, kteya je nasledné detekovana pomoci
znacenych protilatek nebo streptavidinu. FISH ma velké mnozstvi aplikaci v molekularni
biologii a 1ékai'ské véde. V laboratornim vyzkumu v protistolgii muze byt FISH vyuzita
naptiklad k mapovani chromozomalnich gend, ke studiu evoluce genomu, analyze jaderné

organizace nebo pro potvrzeni ptivodu sekvence DNA.

Klic¢ova slova: FISH, fluorescence, sonda, identifikace bun¢k, environmentalni studie



Abstract

Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a technique that allows the localization
and identification of specific sequences of nucleotides in DNA or RNA, which is
subsequently visible under the microscope. FISH involves first denaturing the nucleic acids,
either using high temperatures or by treatment with denaturing agents such as
formamide.After subsequent induction of reasociation, the examined DNA or RNA pairs
according to the complementarity rules with the short molecule called the probe, this process
is called hybridization. Hybridization occurs in situ, that is within the examined specimen.
Probes can be labeled either directly using fluorophores, or indirectly with a hapten, which is
a substance having antigenic properties, which is subsequently detected using labeled
antibodies or streptavidine. FISH has a large number of applications in molecular biology and
medical science. In laboratory research in protistolgii FISH can be used for example to map
the chromosomal genes to study the evolution of genome, analysis of nuclear organization or

to confirmation of the origin of DNA sequence.
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Fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) je technika, kterd nam umozinuje lokalizaci a
identifikaci specifickych sekvenci nukleovych kyselin v DNA, popfipadé RNA. Jednd se
techniku, kterd vyuziva procesu denaturace a nasledné reasociace DNA (RNA). Spociva
Vv hybridizaci proby a cilové DNA nebo RNA sekvence (Volpi & Bridger, 2008). Proby mohou
byt znaeny piimo nebo nepiimo. P¥imé znaCeni ve stru¢nosti zahrnuje fixaci vzorku,
nasledovand permeabilizaci bunééné stény a membran pomoci enzymi nebo detergentl
Kk usnadnéni vstupu proby nebo detekénich ¢inidel; znaceni proby; hybridizace mezi znacenou
probou, coz v ptipadé pifimého znaceni byvéa fluorescencni barvivo, a cilovou sekvenci
vySetfované¢ho vzorku, poté nésleduje promyvani, montaz a pozorovani ihned po skonceni
hybridizace (Spear, Li, Nordheimb, & Andrewsa, 1999). Co se ty¢e nepiimého znaceni, je
proces Vv podstaté stejny, rozdil je v tom, ze misto fluorescen¢niho barviva je proba znacena
haptenem, tedy latkou s antigennimi vlastnostmi (naptiklad digoxygenin nebo biotin), ktery je
nasledné vizualizovan pomoci znacenych protilatek (Trask, 2002). Nepiimé znaceni je
Vv tomto ptipadé¢ komplikovanéjsi, ale jednou z vyhod je potencial k zesileni signalu, coz
Vv ptipadé pfimého znaceni neni mozné.

Jako vySetfované vzorky mohou byt pouzity metafazni chromozomy, interfazni jadra, ale i
celé bunky. FISH ma velké mnozstvi aplikaci v molekularni biologii a 1ékaiské véde, véetné
genového mapovani, diagnostiky chromozomalnich abnormalit a studia bunécnych struktur. V
klinickém vyzkumu, miize byt FISH pouZita pro prenatalni diagnostiku chromozomalnich
aberaci, diagnostiku infekénich onemocnéni nebo také nadorovych cytogenetickych
diagnostik. V laboratornim vyzkumu mé FISH uplatnéni pfi mapovani chromozomalnich
gend, analyzy jaderné organizaci, vizualizaci chromozomalnich teritorii a chromatinu v
interfazi bunikach a ke studiu biologie nadort. (“Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) -
Probes, Dna, Sequences, and Chromosomes - JRank Articles,” n.d.)

FISH je metoda, ktera se prubézné rozviji a jsou popisovany stale dal$i postupy ke

zlepseni citlivosti v riznych polich vyzkumu.

Cilem této prace bylo podat uceleny piehled poznatkti o mozném vyuziti metody FISH

ve studiu protist.



1. PROTISTOLOGIE

Protistologie je véda, ktera se zaméfuje na vyzkum protist, tedy eukaryotickych
mikroorganismt. Jeji jednotlivé casti jsou znamy také jako algologie (studium ftas) a
protozoologie (studium heterotrofnich prvokl). Protistologie je izce spojena s vyzkumem
evoluce eukaryotické bunky, dynamiky eukaryotickych genoml nebo také s molekularni
ekologii, coz je v podstaté aplikovana populacni genetika. Vyzkum diverzity protist je
zalozen pfedevSim na molekularnich metodach, pokrocilych zobrazovacich technikach a
statistickém zpracovani dat. Mezi hlavni obory zajmu protistologie patii diverzita
eukaryotickych organismii a vznik a vyvoj] mnohobunécnosti. Protistni organismy maji
obrovsky globédlni vyznam jako soucast fytoplanktonu nebo v geologickych procesech
sedimentace. Mohou byt také vyznamni producenti toxint, které zpusobuji naptiiklad
ciguateru, kterd patii mezi jedno z nejrozsifenéjSich onemocnéni zpiisobené¢ moiskymi toxiny.
Nektefi prvoci jsou vyznamnymi patogeny zvifat, rostlin i lidi a maji na svédomi tisice

lidskych zivotii rocné.
2. FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION

21. UVOD

Fluorescence in situ hybridization je technika, ktera umoznuje vizualizaci, identifikaci a
lokalizaci jednotlivych mikrobidlnich buné¢k. FISH se uplatiiuje v mnoha aplikacich na poli
mikrobiologie. (Moter & Gdobel, 2000)

FISH je technika spocivajici v hybridizaci DNA proby k jeji komplementarni sekvenci na
preparatech piedtim fixovanych na sklicku (Molpi & Bridger, 2008) a umoznuje lokalizaci
specifické sekvence nukleotidi (Levsky & Singer, 2003). Proby (téZ sondy) jsou znaéeny
bud pfimo zabudovanim fluorescenc¢nich nukleotidi anebo nepfimo zabudovanim
reportérovych molekul, které jsou nasledné detekovany fluorescenc¢nimi protilatkami nebo
jinymi afinitnimi molekulami. Proby jsou nakonec vizualizovany in situ pomoci
fluorescenéniho mikroskopu. (Volpi & Bridger, 2008)

Zavedeni metody FISH znamenalo pocatek nové éry pro studium struktury a funkce
chromozomu. (Volpi & Bridger, 2008)

FISH je ptes 30let stara technologie, ktera se pribézné rozviji. Béhem jejiho vyvoje se
zavadély rizné metodiky a modifikace na optimalizaci detekce DNA a RNA. Ackoli zédkladni
princip metody FISH ziistal nezménén, tak dochazi k vyvoji riznym modifikaci této metody,

vedouci ke zvySeni citlivosti a specifity detekce cilovych sekvenci.
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2.2. HISTORIE METODY FISH

Diivejsi  histochemické techniky spocivali Vv pouziti rtznych typt pfirodnich a
syntetickych barviv pro barveni bunécnych struktur. Tyto smési byly obecné nespecifické,
protoze m¢li afinitu pro urcité obecné kategorie molekul, at’ uz se jedna o zékladni proteiny,
nukleové kyseliny, lipidy nebo uhlovodiky. Dokonce 1 specifi¢téjsi barveni bunécnych
akumulaci a makromolekularnich komplexi jako je hemosiderin, amyloid, elastin a
retikularni vldkna nebyly obecné pouzitelné k vysetieni vSech biomolekul, kterych bylo
potieba (Levsky & Singer, 2003). In situ hybridizace (ISH) byla vyvinuta nezavisle na sobé
vV roce 1969, dvéma vyzkumnymi skupinami, jednu z nich tvofil Pardue a Gall a druhou H.
John a jeho vyzkumny tym (Moter & Gobel, 2000). Schopnost detekovat specifické
molekularni identity byla poprvé demonstrovana uZzitim interakce antigen-protilatka. Prvni
protilatka podminéna fluorescencni detekci hybridi nukleovych kyselin byla popsana v roce
1977 (Rudkin & Stollar, 1977). Nicmén¢ tato technologie byla brzy nahrazena ptichodem
fluorescenénich prob nukleovych kyselin. Prvni in situ hybridizace pfedstavena ke konci
60.let nebyly tak docela fluorescencni, ale spiSe se pouzivaly proby znaceny radioizotopy
(Levsky & Singer, 2003). Radioznatené DNA nebo 28S RNA byly hybridizovany na
cytologickych preparatech z oocytli Xenopus a detekovany pomoci microautoradiografie. Tato
technika umoZznovala zkoumani sekvenci nukleovych kyselin uvnitf buniky beze zmény
bunééné morfologie nebo integrity jejich kompartmenti. Od té doby se zacala ISH
modifikovat pro studium chromozomalni evoluce, chromozomalni analyzy nadori a leukémii
a cytogenetickych studii. (Moter & Gobel, 2000)

Metody isotopickych detekci vyuzivali na zacatku nespecifické strategie znaceni, jako je
ndahodné zaclenéni radioaktivné modifikované baze do rostouci bunky, nasledované
autoradiografii. Nékolik nevyhod isotopické hybridizace inspirovalo rozvoj novych technik.
Zaprvé, samotnd podstata radioaktivniho materidlu znamena, Ze proba je nestabilni; isotop se
rozkladd v priabehu casu a tak specificka aktivita proby neni konstantni. Zadruhé, ackoli
citlivost radiografie je obecné vysoka, rozliSeni je omezené. Zatteti, dlouhé doby expozice
potfebné Kk tomu, aby vyvolaly znatelné signaly na radiografickém zaznamu zpomaluji
vysledky testu. Zactvrté, radioaktivné znacena proba je relativné ndkladnd a nebezpecnd a
musi byt prepravovana, skladovana, manipulovana a likvidovana v souladu s platnymi
predpisy (Levsky & Singer, 2003).

Nova metoda pro detekci in situ hybridizace popsana v roce 1980 Baumanem a spol, byla

zalozend na kovalentnim navazani komeréné dostupnych fluorochromli na 3" konec RNA
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(Bauman, Wiegant, Borst, & van Duijn, 1980). Vyhoda ptimého znaceni pomoci
fluorochromd je, ze nejsou poteba zadné dalsi vizualizaéni postupy, jak je tomu u neptimého
znaCeni. Nicméné obecné nevyhody popsanych piimych metod je, ze jsou pravdépodobné
méné citlivé nez nepfimé metody pouzivajici biotin-, digoxigenin- nebo jiné hapten
modifikované proby. Kombinace biotin- a digoxigenin znaceni, je mnohem specifi¢téjsi a
citlivgjsi (Wiegant et al., 1991).

V roce 1988 byla poprvé pouzita radioaktivné znacend oligonukleotidova 16S rRNA
proba k detekci bakterii. (Giovannoni, DeLong, Olsen, & Pace, 1988). V roce 1989 , DelLong
poprvé pouzil fluorescentné znacené oligonukleotidy k detekci jednotlivych mikrobidlnich
bun¢k. Fluorescen¢ni proby mohou byt znaceny barvivy s odlisSnymi emisnimi vlnovymi
délkami, coz umoziiuje detekci nékolika cilovych sekvenci v ramci jednoho hybridizaéniho
kroku. (Moter & Gobel, 2000)

Je dobfte prokazano, ze rozliseni fluorescenéni in situ hybridizace FISH je omezeno
rozliSovaci schopnosti mikroskopu a determinovano stavem kondenzace chromatinu (Raap,
1998).

Specifické proby byly komeréné dostupné pro kazdy z lidskych chromozom jiz od roku
1991. (“Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) - Probes, Dna, Sequences, and
Chromosomes - JRank Articles,” n.d.).

Vzhledem k velkému poctu nové vzniklych modifikaci této metody, dochazi ke zvySeni
citlivosti a specifi¢nosti detekovanych cilovych molekul a tim rozSifeni plsobnosti této

metody do nejriiznéjsich poli vyzkumu.

2.3. ZAKLADNI PRINCIP METODY FISH

FISH je technika zaloZzena na komplementarnim parovani znacCené proby a cilové
sekvence nukleotidi. Zakladni princip v podstaté spociva v procesu denaturace a reasociace
nukleovych kyselin.

Fluorescen¢ni in situ hybridizace detekuje sekvence nukleovych kyselin pomoci
fluorescencné znacenych prob, které se specificky hybridizuji k jejich komplementéarni cilové
sekvenci v bunce (Moter & Gobel, 2000). Tento proces zahrnuje nasledujici kroky: (i) fixace
vzorku na mikroskopické sklicko; (ii) ptiprava vzorku; (iii) hybridizace ptislusnou probou
k detekci ptislusné cilové sekvence; (iv) promyvaci kroky k odstranéni nenavazané proby; (v)
montaz , vizualizace pod fluorescencnim mikroskopem s vyuzitim specializovaného
pocitacového programu a nasledné vyhodnoceni vysledkii. Struény pfincip je znazornén na

obrazku ¢. 1.
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fixation

AT sample preparation

- hybridization

washing

mounting

visualization

Obrazek 1: Stru¢né schéma metody FISH (pfevzato z Moter & Gobel, 2000)

Pozorovani hybridizovanych prob se provadi pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Bilé
svétlo ze zdroje lampy je filtrovano tak, aby pouze pfislusné vinové délky pro excitaci
fluorescnentich molekul dosahly vzorku. Svétlo vyzafované fluorochromy je vzdy vétSich
vlnovych délek, coz umoziuje rozliSeni mezi excitatnim a emisnim svétlem pomoci druhého
optického filtru. Z tohoto diivodu je mozné vidét jasné barevné signaly na tmavém pozadi. Je
také mozné rozlisit mezi nékolika excitatnimi a emisnimi prouzky, tedy mezi nékolika
fluorochromy, které umoziuji pozorovani mnoha riznych préb na stejném cili.
(“Fluorescence in Situ Hybridization (FISH) - Probes, Dna, Sequences, and Chromosomes -
JRank Articles,” n.d.).

2.3.1. FIXACE

Prioritni pro hybridizaci je to, Ze mikroorganismy musi byt fixovany a permeabilizovany
pro penetraci fluorescentni proby dovniti buiiky a aby se zabranilo degradaci RNA
endogennimi RNAsami. Fixace muize vyuzit urychlovacich cinidel jako je etanol nebo
metanol. Fixa¢ni podminky se mohou lisit v zavislosti na cilovém organizmu a typu vzorku
nebo tkdné. Efektivni fixace je rozhodujici pro uspokojivy vysledek. Optimalni fixace by
méla vést k dobrému vnikani sondy, zachovani maximalni hladiny cilové RNA, a udrZovani

bunécné integrity a morfologickych detailti. (Moter & Gobel, 2000)
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2.3.2. PRIPRAVA VZORKU

Pro lepsi pfichyceni vzorka na sklicka, se doporucuje nejprve oSetfit povrch s vrchni
vrstvou ¢inidla. Chemické latky, které byly uspé$né pouzity, zahrnuji gelatin, poly-L-lysin,
nebo silaniza¢ni ¢inidla. Jestlize bunéfna je suspenze vySetiena a mikroorganismy jsou
fixovany v suspenzi, nanesou se na mikroskopicka skli¢ka, susi se na vzduchu a dehydratuji
v etanolové fadé (Moter & Gobel, 2000).

2.3.3. HYBRIDIZACE

Hybridizace se musi provadét za prisnych podminek pro spravné nasedani proby na ilovou
sekvenci. Pro tento kliovy krok se aplikuje na vzorek predehiaty hybridizaéni puft, ktery
obsahuje fluorescenéné znacené proby komplementarni k cilové sekvenci. Presnost lze
upravit bud’ zménou koncentrace formamidu nebo hybridizacni teplotou. Formamid snizuje
teplotu tani oslabenim vodikové vazby.

Hybridizace probiha v tmavé komoie, obvykle pfi teplotach mezi 37°C a 50°C. Doba
hybridizace se pohybuje mezi 30 min az nékolika hodinami. Poté jsou sklicka kratce
oplachnuta destilovanou vodou, aby se odstranili nenavazané proby. Nakonec se sklicka

promyji znovu vodou, vysusi se a zakryji podloZnim sklickem. (Moter & Gobel, 2000)

2.3.4. PROBY A ZNACENI

Préba je uméle ptipraveny, obvykle oligo- nebo polynukleotidovy fetézec, ktery se navaze
na cilovou DNA. Jde o tsek DNA amplifikované pomoci PCR. Typické oligonukleotidové
préby jsou v rozmezi mezi 15 a 30 bp, krat$i proby maji snadnéjsi vstup k cilim, ale zase
nesou mens$i znaceni. Existuji rizné metody znaceni préb. Pfimé fluorescencni znaceni je
kroky detekce po hybridizaci. Jeden nebo vice fluorescenéné obarvenych molekul jsou pfimo
navazany na oligonukleotid bud’ chemicky béhem syntézy skrze spojku "amino linker" na
5’konci proby (obrazek 2a) nebo enzymaticky pouzitim termindlni transferazy k ptipojeni
fluorescenéné znacenych oligonukleotidi na 3’konci (obrazek 2b). Aby bylo u nepiimé
detekce mozné pozorovat hybridizacni signal, musi byt sonda znacena haptenem, coz je latka
s antigennimi vlastnostmi, jako je napfiklad biotin nebo digoxigenin, které jsou nasledné
znaCené pomoci protilatek. Po denaturaci (vétSinou pii zvySené teploté¢ nebo pouzitim
chemickych sloucenin jako je naptiklad formamid) si je proba schopna najit jeji komplement
na chromozomalni DNA, a tato mista jsou pak oznacena fluorescen¢nimi Cinidly (Trask,
2002), jak je znazornéno na obrazku 2c. Citlivost signalu by mohla byt také zvySena pouzitim
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enzymatického zesileni signalu (obrazek 2d), citlivost FISH byla v tomto piipadé podstatné
zvySena pouzitim. Nejcitlivéjsi  pfistup je pravdépodobné¢ kombinace pouziti
polyribonukleotidové préby, vnitiné znacCené digoxigeninem a systémem zesileni

tyramidinového signalu (obrazek 2e). (Moter & Gobel, 2000)

Er

{a) 5'-labeling UL UL

(b) 3 -tailing

(c) reporter molecule =

(d) enzyme-labeling
Ry
T Bkt K
NOWER* o T

°e & & o @

(e) polyribonucleotide

probe

Obrazek 2: FISH primé znaceni (a,b) a nepFimé znaceni (c-€) (pievzato z Moter & Gobel, 2000)

2.3.5. FLUORESCENCNI BARVIVA

Nejcastéji pouzivané znaceni pro hybridiza¢ni sondy jsou fluorofory a hapteny. Klasicka
barviva pro pifimé znaeni jsou derivaty fluoresceinu (FITC; FluoX), derivaty rhodaminu
(TRITC, Texas Red) a také cyanin (Cy3, Cy5). Fluorescen¢ni sondy jsou detekovany
bezprostiedné¢ po zaclenéni pomoci fluorescencniho mikroskopu (obrazek 3a). V ptipadé
nepiimého znafeni jsou nejCastéji pouzivané reportérové molekuly biotin a digoxygenin,
patiici do skupiny haptend, na které jsou schopné se navazat prislusné protilatky ci
streptavidin. Na rozdil od fluoroforti, biotin a digoxigenin jsou neptimé znacky, protoze jejich

vizualizace vyzaduje sekundarni reportérové molekuly (obrazek 3b).
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Direct detection Indirect detection

(A (B X 0:

e TITTTTIIT o ot TTTTTTTTT

Probe Probe Probe
HE Digoxigenin

Fluorophore
Streptavidin — Antibody

Reporter Reporter
Fluorophore or enzyme Fluorophore or enzyme
ho ho  Substrate  Signal huv Substrate  Signal

Obrazek 3: Fluorescencné znacené proby: (a) pfima detekce; (b) nepfima detekce (prevzato z (“Non-
radioactive Labeling of DNA and RNA,” n.d.)

2.3.5.1. FITC

Fluorescein isothiokyanat (FITC) je organické fluorescenéni barvivo pouzZivané
v imunofluorescenci a prutokové cytometrii. Pomoci jeho reaktivni isothiokyanatové skupiny

muze byt spojen s odlisnymi protilatkami. Jedna se o derivat fluoresceinu. (Greb, 2012)

2.3.5.2. TRITC

TRITC (tetramethylrhodamin-5 (a 6) -isothiocyanate) je derivat rodiny rhodaminu.
Rhodaminy maji velkou konjugovany aromaticky elektronovy systém, coz vede k jejich

fluorescen¢nimu chovani. (Greb, 2012)

2.3.5.3. Cyaniny

Patii sem Cy2, Cy3, Cy5 a Cy7 a vSechny znich mohou byt spojeny s nukleovymi

kyselinami nebo proteiny prostrednictvim svych reaktivnich skupin. (Greb, 2012)

2.3.5.4. Digoxygenin a Biotin

Vzhledem k bezpecnosti, stabilit¢ a komfortu, hapteny biotin a digoxigenin (obrazek 4)
patii mezi nejcastéjsi pouzivané znaeni pro generovani prob nukleovych kyselin pro in situ
hybridizace. (“RNA Labeling, RNA/cRNA Labeling, Probes, Products & Ordering, Jena

Bioscience,” n.d.)



Obrazek 4: Chemické struktury biotinu a digoxygeninu (pfevzato z (“RNA Labeling, RNA/cRNA Labeling,
Probes, Products & Ordering, Jena Bioscience,” n.d.)

2.4. SCHEMA FISH

Cely princip techniky FISH je popsan jiz vySe. Obrazek 5 ukazuje uceleny souhrn vSech
kroku tykajicich se této techniky. Zahrnujici ptipravu proby na levé strané schématu vyuzitim
nick translace a pfipravu vzorku na pravé strané¢ schématu. Nasleduje hybridizace a spojeni

cilové sekvence se znacenou probou, v tomto piipad¢ se jedna o neptimé znaceni.

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)

Gene Fixed Cells
TIIIIIIT (on siides)
DNAase ~
(random cut) T
T TT T slioiiond 1 i i) (2 5 1 U 0 I
- Dig-dUTP (or Biotin-dUTP) ——
.>< - dCTP + dATP + dGTP (Formamid 42°C)
NICK I

TRANSLATION FEEREREREER TR ETETF TR D
$38%48 3535099959949 92
Hybridization
Denaturation

\ (on slides)
(75°C) I I
Jrif §iaging I g gi . §

e L Y 4
_ @
i_iy R S X Antibodies anti-Dig (or Avidin)
é -~ e o linked with a fluorophor
o
S | _T_ _T_
L L 1l L L1l

EpifluorescentMicroscopy
-> The gene is located

Obrazek 5: Princip metody FISH (ptevzato od MrMatze, 2007)

2.5. PROBLEMY S FISH
Problémy mohou nastat bud’ v piipadé faleSnych pozitivnich vysledkli, které mohou byt

zpusobeny napfiklad autofluorescenci nebo nedostate¢nou specifitou pouzité proby. Co se

ty¢e autofluorescence, FISH ma zna¢né limitace pokud se jedna o autofluorescenéni material.
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Nejvétsi problém je autofluorescence mikroorganismi samotnych, ale mize se samoziejme
vyskytovat u materidlu obklopujici vySetfované bunky. Napiiklad tieba i tkané obsahujici
elastin a kolagen vykazuji jasnou autofluorescenci. Piesnost a spolehlivost FISH je
samoziejmé vysoce zavisla na specificnosti oligonukleotidové proby, peclivé navrzeni a
kritické zhodnoceni novych préb je velice nezbytné.

Dalsi problém muze nastat naopak v pfipadé faleSnych negativnich kontrol, kde se
muzeme setkat s nedostateCnou penetraci skrze bunécnou sténu nebo membrany, kdy miize
nasledné dochazet k nizké intenzit¢ signalu. U rRNA mize dochazet, vzhledem Kk jeho
tiirozmérné sekundarni struktufe, ze ne vSechny sekvence jsou stejné pfistupné pro proby,
stejné tak interakce rRNA-protein brani hybridizaci a vede k odlisné citlivosti
oligonukleotidovych prob. Dalsi problém je, Ze mnoho fluorofort se rychle vysvécuje ihned
po excitaci. (Moter & Gdobel, 2000)

2.6. VYUZITI METODY FISH

FISH ma velky pocet aplikaci v molekularni biologii a Iékatské véde, véetné genetického
mapovani, diagnostiky chromozomalnich abnormalit a studie bunécnych struktur a funkci.
FISH muze byt pouZita pro prenatalni diagnostiku dédicnych chromozomalnich odchylek,
postnatalni diagn6zy nosic¢li genetickych nemoci, diagnéza infek¢énich nemoci, virovych a
bakterialnich nemoci, nadorovou cytogenetickou diagnostiku a detekci abnormalni genové
exprese. V laboratornim vyzkumu muze byt FISH vyuzita k mapovani chromozomalnich
gentl, ke studiu evoluce genomu, analyze jaderné organizace, vizualizace chromozomalnich
teritorii @ chromatinu v interfaznich bunkach, k analyze dynamickych jadernych pochodd,
replikace somatické hybridni buniky. Miize byt také pouzita ve vyvojové biologii ke studiu
doCasné exprese genll b&hem diferenciace a vyvoje.(“Fluorescence in Situ Hybridization
(FISH) - Probes, Dna, Sequences, and Chromosomes - JRank Articles,” n.d.)

Ruizné aplikace a testy zalozené na FISH diagnostice se rozvijeli v odlisnych oborech,
zahrnujici klinickou genetiku, neurovédu, reprodukéni medicinu, toxikologii, mikrobidlni
ekologii, evolu¢ni biologii, srovnavaci genomiku, bunéénou genomika a chromozomalni

biologii. (Molpi & Bridger, 2008)
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3. VYUZITI METODY FISH V PROTISTOLOGII

4.1. Mapovani a lokalizace genu

veer

Karenia brevis je toxicka moiska obrnénka endemicky Zzijici v Mexickém zalivu, kde
zpﬁsobuje umrti ryb, 1’1hyny mofsk}'lch savcl a neurotoxické otravy mékk}'léﬁ. Je to
toxini pochazejicich z obrnének a které pfedstavuji hrozbu pro lidské zdravi konzumaci
zkazenych motskych plodi. Metoda FISH byla v tomto pfipadé pouzita k lokalizaci genil
kodujicich polyketid syntazu (PKS), pii¢emz bylo zjisténo, Zze dva geny byly lokalizovany

vyhradné v bunkach K. brevis, zatimco tfeti byl lokalizovan v bunikach K. brevis a v buiikach

s ni asociovanych bakteriich, coZ prokazuje, ze geny kodujici PKS jsou pfitomny ve vSech

bunkach obrnének. (Snyder et al., 2005).

Obrazek 6: FISH K. brevis a jeji bakterialni frakce. (pfevzato z Snyder et al., 2005) Fluorescenéni
znaceni prob: (A) sekvence genu AT1-6L PKS; (B) sekvence genu AT2-10L PKS ; (C) univerzalni
eukaryoticka sekvence 18S rRNA a (D) negativni kontrola a v pfipad€ asociované bakterialni populace byly
pouzity fluorescentni oligonukleotidové proby pro: (E) AT1-6L PKS gen ; (F) AT2-10L gen; (G) univerzalni
bakterialni 16S rRNA a (H) negativni kontrola.

Negativni kontroly ukazuji, Ze tento signal nevznika Ccist¢ kvali fyzikalnim
vlastnostem fixovanych bun€¢k nebo Vvinou nespecifického zachyceni proby. (Snyder et al.,
2005).

V ptipad¢€ parazita Trichomonas vaginalis byla pouzita specialni FISH metoda citliva
k detekci jednotlivych kopii gent na metafaznich chromozomech. Citlivost bézné FISH, ktera

neumoznuje detekci jednotlivych kopii geni na T. vaginalis byla zvySena pomoci
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tyramidinového zesileni signdlu. Takto zavedeny protokol poskytuje pfistupny néstroj pro
fyzické mapovani genomu T. vaginalis.

Vysoka citlivost TSA-FISH umoznila Gspésnou vizualizaci jednotlivych kopii genti v

karyotypu T. vaginalis s minimalnim pozadim (Zubacova, Krylov, & Tachezy, 2011).

Obrazek 7: Mapovani genl na T. vaginalis pomoci TSA-FISH (prevzato z (Zubacova et al., 2011). (A) metafazni
chromozomy s cervenym signdlem z proby hybridizované na na gen pro serin palmitoyl transferazu na
chromozomu I; (B) vizualizace genu serinpalmitoyl transferdzy na interfaznim jadre; (C) Préba hybridizovana na
gen pro tryptofanazu na metafaznim chromozomu Il; (D) pozitivni kontrola

Dalsi ptiklad pouziti fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je mapovani
mikrosatelnich lokusti na Sesti chromozomech, které tvoti genom T. vaginalis, aby se zjistilo,

zda polymorfni mikrosatelitni lokusy byly rozdéleny v celém genomu T. vaginalis a nejsou
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lokalizovany na jedné nebo dvou oblastech chromozémt (Conrad et al., 2011).

4.2. Organizace nukleovych Kkyselin

Dalsim moznym pouzitim FISH je k vySetfovani organizace nukleovych kyselin a
chromozomu.. Toho bylo vyuzito naptiklad u obrnének rodu Alexandrium, kde byla konkrétné
vySetfovana organizace jadernych organiza¢nich regiont a jeji mozny vztah k velikosti genom
druhti obrnének zrodu Alexandrium. (Figueroa, Cuadrado, Stiiken, Rodriguez, & Fraga,
2014)

FISH poskytuje i moznost vizualizovat organizaci a parovani meiotickych chromozomu.
Toho bylo vyuzito napiiklad u nalevnika Tetrahymena thermophila, ktery ma aneuploidni
makronukleus (MAC) a diploidni mikronukleus (MIC). Béhem meotické profaze se
mikronukleus dramaticky prodluzuje a formuje do pulmésickt. 1 zde byla pouzita
fluorescence in situ hybridizace. Vysledky zde ukazuji, ze chromozomy jsou uspotfadany jako
paralelni svazky v ramci palmésickt a fluorescenéni in situ hybridizaci (FISH) telomer, bylo
zjisténo, ze vétSina, ne-li vSechny telomery, jsou sestaveny v blizkosti jednoho konce
vyvijejictho se pilmésicku. Bylo prokdzéno, Ze chromozomy zaujimaji polarizované
usporadani uvnitt palmesice, patrné se podobaji klasickému kyticovému uspotadani.

Zkoumali zde také, které etapy meiotické profaze odpovidaji riznym konformacim MIC a
jak jsou v ném uspofadany chromozomy. Fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) byla
pouzita pro urceni faze, ve kterém chromozomové pary byly zjiStény uvnitt MIC.

Dale bylo provedeno FISH ke zdiraznéni koncti chromozomu (Loidl & Scherthan, 2004).
4.3. Identifikace piivodu environmentilnich sekvenci

Metoda FISH mize byt vyuzita ke studiu fylogenetické piibuznosti. Jako piiklad bych
uvedla studii o oxymonadach. Kde byla ziskdna sekvence genu pro malou ribozomalni
podjednotku RNA (SSU rDNA) k vySetieni vztahu mezi tfemi rody oxymonad a to
Pyrsonympha, Dinenympha a Oxymonas. FISH zde ukazuje, ze Pyrsonympha a Dinenympha
jsou samostatné rody. Také FISH potvrdila, Ze vSechny tii rody oxymonad zde zminéné jsou
monofyletické. Navzdory jejich podobné morfologii FISH ukazala, ze se jasné€ jedna o odlisné
organismy a to pouzitim specifickych prob designovanych pro kazdy fylotyp. (Moriya, Dacks,
& Ohkuma, 2003)

Klasifikace rodu Nephromyces byla dlouhou dobu nejasna.. Pouzitim sekvence genu pro
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malou ribozomalni podjednotku RNA (SSUrDNA) jako kli¢ovy dikaz spole¢né s dukazem,
ze sekvence pochédzi z tohoto organizmu, ziskanym pomoci FISH bylo ukazano, ze
Nephromyces, puvodné klasifikovan jako chytridni houba je vlastné vytrusovec. K vyfeseni
taxonomickych nejasnosti Nephromyces byla sekvenovan gen pro malou ribozomalni
podjednotku RNA (SSU rDNA) z bunék Nephromyces izolovanych ze ¢tyfech druht
plasténct rodu Molgula. Pivod téchto sekvenci byl posléze potvrzen pomoci FISH, specifické
préby pro apicomplexa a specifickou SSU rDNA oligonukleotidovou probou pro
Nephromyces byly testovany na Nephromyces ziskanych z hostitelt a jako negativni kontrola
na toxoplazmé gondii. Vysledky byly dle o¢ekavani a to, Ze Toxoplazma a Nephromyces byly
oznaceny specifickymi probami na apicomlexa, ale pouze Nephromyces byla oznacena také

probu specifickou pro ni samotnou (Saffo, McCoy, Rieken, & Slamovits, 2010).

Obrazek 8: FISH pro Nephromyces a toxoplazmu s pouzitim specifickych préb: FISH Nephromyces a
toxoplazmy pouzitim specifické apicomplexalni (Api-L) a Nephromyces specifické (Neph-1) SSU rRNA proby.
(A) Toxoplasma, Api-L; (B) Nephromyces z hostitele, Api-L; Sipka ukazuje spory nebo bi¢ikaté bunky. Vsechny
ostatni bufiky jsou nejasna sporangia nebo trofické stadia.; (C) Nephromyces z hostitele, Neph-1 (s eubakterialni
probou — zelena), Toxoplasma nanavazala probu Neph-1; (D) Nephromyces z hostitele, Api-L spojena

s eukaryotickou prébou (zlutd reprezentuje navazani k oboji Api-L i eukaryotické probé — zelend); (E) spory
Nephromyces, Api-L s eubakterialni probou — zelena a DAPI — modra (pievzato z (Saffo et al., 2010)
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4.4. Studium vzajemnych vztahti organismu

Ve studiu vzajemnych vztahli organismii, at’ uz jde o symbidzu nebo parazitismus se FISH
ukazala jako velmi uzitetna metoda. Ukazuje na to napiiklad protistni kmen Apicomplexa,
ktery byl po dlouhou dobu definovan jako skupina slozena vyhradné z parazitii a patogent.
FISH ukazala informace i 0 prospéSnosti nékterych apicomplex a to jako vV ptipadé¢

Nephromyces jako endosymbiotni mutualista. (Saffo et al., 2010)

Mnoho bicikatych prvokl ve stfevech termitli poskytuje utoCisté ektosymbiotickym
bakteriim na jejich bunéném povrchu. Studie Hongoha a kol. (2007) se snazi charakterizovat
ektosymbiotické bakterie na protistech zijicich ve stfevech termiti. Proba specificka pro R-
N74 fylotyp byla pouzitd k detekci odpovidajicich bakterii ve stievé termitd pomoci
fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Pickvapivé, signaly byly zjistény obzvlasté ze
Stétinovitych "ptiveéskd" bic¢ikatych druhtl, které patii do rodu Dinenympha; tyto "ptivésky"
byly povazovéany za spirochetdlni ektosymbionty nebo struktury z prvokl. Tato bakterie
pravdépodobné reprezentuje novy rod a druh, "Candidatus Symbiothrix dinenymphae”,
fylogeneticky spjata se shlukem tvofenym vyluéné z nekultivovanych kment z termitich
stiev. Proba specificka pro Bacteroidales dale odhalila, Ze tento typ symbidzy existuje také u
riznych jinych prvokili, vetné parabasdlii a oxymonad, a je velmi rozSifeny v termitich
stfevech.

Zajimavé je, ze FISH pouzitim proby Bactd-937 odhalila ostatni §tétinovité Bacteroidales
ektosymbionty na povrchu riznych bicikatych prvokiu ve stfevech termitd; tito symbionti
nemohli byt detekovani pomoci proby RsN74-645. V oxymonadich protistech Pyrsonympha
grandis a a dalsich druhtt pyrsonymph byly pozorovany buniky podobné Symbiothrix spolu s
spirochétalnimi ektosymbionty v uspoiadani podobném jako u Dinenympha. Podobni
ektosymbionti byly také detekovany mezi spirochétalnimi ektosymbionty protist
Holomastigotes elongatum (kmen Parabasalia). V dalsim prvoku ze skupiny Parabasalia,
Trichonympha agilis (fad Trichonymphida), byly nalezeny vlaknité, stetinovité bunky. Ackoli
tyto bakterie na T. agilis byly tvarem podobné buiikam Symbiothrix, byly > 20 mm dlouhé a
vice zvInéné. Na bunkach prvoka Metadevescovina cuspidata (fad Trichomonadida,
Parabasalia) byli pozorovani S$tétinoviti ektosymbionti jejichz morfologie se 1isi od
Symbiothrix. Kromé toho, za pouziti smési prob specifickych pro spirochéty se podafilo
potvrditi, ze bunky, které byly zjistény na T. agilis a M. cuspidata s probou Bactd-937 jsou
jiné nez spirochetalni ektosymbionti (Hongoh et al., 2007).
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4.5. VySetreni potravy protist

FISH umoziuje kvalitativni detekci pozitych nitrifikacnich bakterii v potravnich
vakuolach nélevnikii s pouzitim kombinace DAPI a FISH barveni. Nalevnici v této studii
nevykazovali zadnou vyznamnou selektivni pastvu. Zadna potravni preference pro jakykoli
bakterialni taxon nebo jakékoliv velikostni tiidy nebo morfotypy nebyla pozorovana. FISH je
vykonna metoda pro vySetfovani pozitych bakterii, ovSem potravni vakuoly jsou trojrozmérné
struktury, a dvourozmérné mikroskopické vysetieni neni vzdy dostacujici pro stanoveni poctu
poziranych Castic.

Vysledky laboratornich experimentii naznacuji, ze nitrifikacni bakterie netvoii zaklad
potravy komunit nalevnikti a ze nalevnici neovliviiuji druhové slozeni nebo sloZeni morfotypt
uvnit bakterialni komunity. Tato studie ukazuje, ze selektivni pastva nema vyznamny vliv na

komunity nitrifika¢nich bakterii (Neubacher, Prast, Cleven, & Berninger, 2008).
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5. ZAVER

Fluorescencni in situ hybridizace je vykonna technologie umoznujici detekci a vizualizaci
vySetiovanych nukleovych kyselin. Mnoho, dokonce vétsinu jejich modifikaci jsem ve své
praci nezminila, protoze Se V protistologii nepouzivaji a jedna se spiSe o metody pfizpiisobené
pro obory genetiky. Avsak véfim, Ze do budoucna bude vyvinuto 1 vice modifikaci, které by
mohli piispét i k vyzkumu v oboru protistologie.

Ackoliv je FISH uz relativn€ dlouho bézné pouzivana technika mé stale své nedostatky, na
které by se jeji dalsi rozvoj mél soustiedit. Patfi sem predev§im proces fixace a
permeabilizace bungk, ktery mize vést k vaznym fyzickym deformacim bunék a tim, pak vést
K nepfesnym vysledkdm.

V moji dalsi praci bych se rada vénovala této dale metod¢ a vyzkousSela si i prakticky jeji
pouziti. Rada bych se zaméfila na vyzkum fylogenetické piibuznosti protistnich organismt ze

stiev termitu.
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