Molekularné biologické a cytogenetické metody

Molekuldrné biologickému vysetfeni obvykle predchdzi na rozdil od vSech predchazejicich izolace
nukleovych kyselin, cozZ je ve vétSiné pripadi DNA jako nositelka genetické informace. lzolace DNA
patfi k prvnim a zakladnim krokdim molekuldrné-biologickych analyz. Kvalita a mnoZstvi izolované
DNA vyrazné ovliviuje vyuZitelnost dalSich laboratornich technik a pochopitelné i spravnou
interpretaci vysledku. Existuje celd fada rozliSnych izolaénich technik, které se lisi jak financni
nakladnosti, tak ¢asovou narocnosti. Pro izolaci DNA se vyuZiva krev, zmrazend tkan, popfipadé tkan
zalitd v parafinovych blocich. Podle typu tkané volime vhodnou izolaéni metodu. Nicméné Ize obecné
fici, Ze existuji dva zakladni pfistupy. Prvnim je tzv. fenolchloroformova extrakce, od které se
v soucasné dobé upousti diky zdravotni zavadnosti pouzivanych chemickych latek. Mnohem castéji a
financné v dnesni dobé dobre dostupna je druhd metoda, pfi které se vyuzivaji komercné dodavané
soupravy a izolace se tak stdvda mnohem pohodInéjsi, rychlejsi a vysledny izolat ma pozadovanou
kvalitu. Obecnym principem izolace nukleovych kyselin je natraveni bunék enzymy, které zpfistupni
bunécné jadro pro dalsi chemikalie. Témi jsou solné roztoky, které DNA vysrazi. Nasledné je DNA

opétovné rozpusténa v stabiliza¢nim roztoku.

Pti ziskani kvalitni nukleové kyseliny v dostate¢ném mnozstvi nastupuji pokrocilejsi molekularné-
biologické metody, které umoznuji studium genetické informace na urovni genll. Metod existuje
nepreberné mnoiZstvi a jejich pocet vzrista se vzrlstajici presnosti a reprodukovatelnosti. Neni

v moznostech tohoto textu se jimi zabyvat podrobné, ale zminim se pouze o zakladnich.

Nejpouzivanéjsi metodou v molekularné-biologické laboratofi je PCR (polymerase chain reaction),
kterda umoZniuje namnoZeni poZadovaného uUseku DNA. Klasicka PCR md Ffadu modifikaci, ale
vysledkem vSech typl PCR namnoZeni Useku DNA, ktery je predmétem zajmu. Podrobnéji je mozno
napsat, Ze principem metody je opakovana denaturace (rozvolnéni) dvouvlaknové DNA pfi 94 — 95 °C
ndsledovand ochlazenim reakéni smési na teplotu vétsinou 50 — 60 °C, kdy se k jednofetézcové DNA
pfipoji specifické uméle pfipravené kratké useky DNA (primery). Od nich potom zacdind syntéza
poZadovaného Useku. K syntéze dochdzi pfi 72 °C. Tyto t¥i teploty se opakuji 20x — 40x, coZ ma za

nasledek milionové az miliardové zmozeni cilové sekvence.

Po probéhnuté PCR se vzorek nanese na gelovou elektroforézu, kterd patfi k nejpouzivanéjsim
separacnim technikdm. Principem metody je pohyb zaporné nabitych molekul nukleovych kyselin.

Pomoci gelové elektroforézy miZeme separovat molekuly DNA na zakladé rozdilnych rychlosti



pohybu molekul DNA v gelu. Po skonceni elektroforetické separace je nutné separované fragmenty
DNA zviditelnit. Pro vizualizaci DNA se pouzZiva znaceni barvivem, které se k DNA vaZe, napf.

etidiumbromid nebo SYBR Green a v ultrafialovém zareni potom dochazi k zviditelnéni DNA.

Dalsi vysetfované metody nepatii ani tak do spektra molekuldrné-biologickych metod, protoze
nedochazi k izolaci nukleovych kyselin, ale pracuje se s mikroskopickymi sklicky s fixovanymi tkanémi.
Rozdil od dfive popsanych imunohistochemickych metod je vtom, Ze se preparat pozoruje pod
mikroskopem fluorescenénim, a proto mohou byt lokalizovany mnohem mensi struktury nez u
svételného mikroskopu. K zakladnim cytogenetickym vysetfeni patfi metoda FISH. FISH je zkratka
pocatecnich pismen anglického nazvu ,fluorescence in situ hybridization“ a umoziuje identifikovat
fadu chromozomalnich zmén, napf. zjisténi poctu kopii gen(, zjisténi poctu chromozomd, stanovni
chromozomalnich zlom( a translokaci a dalSich zmén na drovni nukleovych kyselin pfimo in situ ve
tkani. Principem FISH je vazba sondy, kterou si pfipravime v laboratoti nebo je komer¢né dodavan3,
s vldknem nukleové kyseliny. Sonda se k vlaknu nukleové kyseliny vaze principem komplementarity.
To znamena, ze o sebe jednotlivé stavebni kameny kyseliny a sondy presné zapadnou. Vzhledem
k tomu, Ze je sonda fluorescencné znacena, mQzeme ji sledovat pod fluorescenénim mikroskopem a
z toho usuzovat na poradi kamen( v molekule DNA, sledovat stuperi zmnoZeni genl nebo sledovat

dynamiku bunécného jadra.

Molekularné-biologickych vysetieni se na Ustavu klinické a molekularni patologie provadi celd fada.
Vedle vy3etfeni pro diagnostické ucely jsou vSak molekularni metody vyuZivany i ve vyzkumné Casti

zameéreni Ustavu

Vysetfovani prestaveb genti pro imunoglobuliny patfi k zakladni metodé k zlepsSeni diagnostiky a
klasifikaci lymfoproliferativnich onemocnéni. Lymfoproliferativni onemocnéni jsou nadory
lymfatickych uzlin a extranodalni lymfatické tkané. Molekularné biologicka analyza gent kédujicich
tézké retézce imunoglobulind (IgH) B- bunék a genl kddujicich bunécné receptory pro antigen T-
bunék (TCR) metodou polymerazové retézové reakce (PCR). Principielné jde o mnohonasobné
namnozZeni zkoumaného Useku DNA metodou PCR, které umoZnuje vySetfeni jednak tézko
hodnotitelnych pripadl, kdy jsou ostatni (tzn. morfologickd i imunohistochemicka) vysSetreni
nejednoznacna, a ddéle pak umozniuje vySetfeni i z archivnich material(, tedy tkani fixovanych
formalinem a zalitych do parafinu. B a T lymfocyty, tedy burnky imunitniho systému, jsou schopné
reagovat na vstup cizorodych latek nebo antigenl do organismu. S vysokou specifitou mohou
rozpoznat neomezené mnozstvi cizich bunék a latek. Pfesto, Ze T buriky zprostfedkovavaji bunécnou
imunitu a B buriky humoralni, jsou T bunécné receptorové geny velice podobné imunoglobulinovym a

jejich organizaci. Je vsak nutné zdlraznit, Ze tyto geny, které koéduji polypeptidové retézce



imunoglobulin(i a TCR receptorll se nedédi jako celé geny, dédi se pouze genové segmenty neboli
subgeny, které vsak jesté nepredstavuji funkéni gen, nejsou tedy schopné kddovat funkéni
polypeptid. Teprve béhem zrani B a T lymfocytl dochazi k preskupeni subgent, tzv.V(D)J rekombinaci
a vytvoreni funkéniho strukturniho genu kédujiciho funkéni polypeptidy.Toto preskupeni subgent IgH
a TCR predstavuje unikatni klonalni marker a PCR technika se vyuZiva k detekci klonality u

lymfoproliferativnich onemocnéni.

Druhym typem, pfi kterém se vyuZivaji metody molekularni biologie je vySetfeni genu PCA3 ze
vzorku lidskych tkani metodou kvantitativni RT-PCR. Tento typ vysetfeni se pouziva pro diagnostiku
a stanoveni agresivity nador0 prostaty. Karcinom prostaty je nejcastéjsi zhoubny nador v nasich
zemich a v absolutnich Cislech patfi mezi nddory s nejvyssi mortalitou. Jedna se o pomérné novou
metodu, protoZe standardni vySetfeni jako je per rectum nebo stanoveni hladiny PSA (prostaticky
specificky antigen) nedavaly presvédcivé vysledky. PCA3 (prostate cancer gene 3 ) je gen, ktery je ve
zvySené mire pritomen v ranych fazich vyvoje prostaty, a to pouze v burikdch nadoru. Jiné organy
tento gen neobsahuji. Vysetfeni genu se provadi ze vzork(l moce, ktera obsahuje po masazi prostaty
urcité mnozstvi prostatickych bunék. Blizsi porozuméni molekularnich zmén souvisejicich se vznikem

a rozvojem karcinomu prostaty mlzZe poskytnout racionalni podklad pro vyvoj novych zptsob( [écby.

Daldim vySetfenim provadénym na Ustavu klinické a molekuldrni patologie je vySetfeni na
pritomnost DNA Mycobacterium tuberculosis complex metodou PCR. Mycobacterium tuberculosis je
puvodcem zdvainého prevaziné respiratniho onemocnéni - tuberkulézy. Vyznam tuberkuldzy v
soucasnosti stoupd v souvislosti s vyskytem novych odolnych kmenl mykobakterii, se vzristajicim
poctem pacientll se sniZzenou imunitou a v souvislosti se zvySenou migraci populace. Infekce je
lokalizovdna prevazné v plicich. Klasické testy pro diagnostiku tuberkuldzy jsou zaloZeny na technice
barveni a kultivace mykobakterii. Tyto tradi¢ni metody jsou ¢asové velmi naroc¢né (kultivace vyzaduje
2-4 tydny) a jejich senzitivita je nizkd. Proto se v diagnostice tuberkuldzy stavaji standardem citlivé a
rychlé metody PCR, schopné zachytit i minimalni mnozstvi mykobakterii v jakémkoliv klinickém
materidlu. Popisovana metoda je urcena pro detekci specifické sekvence DNA Mycobacterium
tuberculosis metodou polymerazové retézové reakce (PCR). Maximalni citlivost metody je 3-10
baktérii v 1ml télnich tekutin nebo fadové do 101 v 1 ml sputa. Metoda specificky detekuje druhy,

spadajici do skupiny Mycobacterium tuberculosis complex (pfedevsim M . tuberculosis a M. bovis).

V rdmci cytogenetického vysetfeni se na Ustavu klinické a molekuldrni patologie provadi 2 metody, a
to: vysSetfeni genu HER2/neu (c-erbB-2) ze vzorkd lidskych tkani metodou FISH a detekce EBV infekce
in situ hybridizaci v parafinovych fezech. Co se tyce prvniho vysetfeni, je tfeba si uvédomit, Ze na

rozdil od klasické imunohistochemie, kdy je detekovana bilkovina, je v pfipadé FISH detekovan gen,



resp. jeho zmnozeni (amplifikace). Pro biologickou lé¢bu jsou indikovany pacientky, které maiji jak
zvy$enou hladinu proteinu HER2/neu a/nebo zvyseny pocet kopii genu HER2/neu. Principem druhé
metody je detekce specifickych RNA Eppstain-Barrové viru pfimo na rezech tkdné. EBV je typ
herpetického viru, ktery se podili na vzniku nékterych typ( nadorl lymfatické tkané a infekcni

mononukledze.

Rocné se na uUstavu provede kolem 250 molekularné-biologickych vysetreni.

obr. 1 Pohled do molekularné-biologické laboratore

obr. 2 FISH genu HER2/neu (Cervend) na interfaznich jadrech karcinomu prsu






