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Souhrn

Tato diplomova prace je zaméfena na metody detekce kontaminace bunécnych
linii. Prvni ¢ast je vénovédna teoretickym ptedpokladim na téma PCR, kapilarni
elektroforéza a DNA barcoding. Experimentéalni ¢ast se zabyva optimalizaci multiplexni

PCR reakce.

Kli¢ova slova: DNA, mtDNA, multiplexni PCR, DNA barcoding, kontaminace,

bunécéna linie.



Summary

This diploma thesis is focused on methods of detection of cell line contamination.
The first part is devoted to the theoretical background of PCR, capillary electrophoresis
and DNA barcoding. The experimental part deals with optimization of multiplex PCR

reaction.

Keywords: DNA, mtDNA, multiplex PCR reaction, DNA barcoding, contamination,

cell line.
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1.UVOD

Bunééné linie jsou v soucasné dobé hojné pouzivany jako modelovy systém
v biomedicinském vyzkumu. Nachazi vyuziti nejen v experimentalni oblasti, ale také
v oblasti vyroby, napi. zisk monoklonalnich protilatek. Dulezita je jejich Casta kontrola
kvality, aby doslo k pfipadnému v¢asnému odhaleni kontaminace, ktera piedstavuje
vysoké riziko pro vysledky laboratornich vysledkl. Pravdépodobnost kontaminace se
zvySuje na pracovistich, jez pouzivaji bunécné linie po dlouhou dobu, fadové nékolik
let, a tam, kde bunécné linie nepochazeji z ovéienych zdroju.

V dnes$ni dob¢ existuje fada metod, kterymi lze ovéfit identitu bunécné linie a
predejit tak pouziti kontaminované linie a jejimu Sifeni. Jednou z hlavnich metod je
analyza STR polymorfismi, provadéna pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR) a
naslednd fragmenta¢ni analyza na sekvenatoru (kapilarni elektroforéza), ¢cimz ziskdme
DNA profil (fingerprinting) jedince nebo bunécné linie. V nasem ptipadé bylo vyuZzito
nikoliv STR sekvenci vyskytujicich se na genomové DNA, ale délkového polymorfismu
pro mitochondrialni cytochrom c oxidazu (COI). Kdy délkovy polymorfismus vznika
vhodnym névrhem primert, které jsou specifické pro kazdy druh. Nase metoda tedy
neni urcena k identifikaci jedince, nybrz k uréeni druhu piipadné¢ druht v daném
vzorku. Pro produkci nejen terapeutickych proteind se vyuzivaji bunééné linie riznych
druhil. Pokud by vznikla kultura, obsahujici smés n¢kolika druht, bylo by velmi obtizné
urcit ji pomoci STR analyzy, je-1i linie kontaminovéana, nehled¢ na to, Ze STR analyza
je kromé né¢kolika malo druhti (komeréné kiin, tur, pes, jako tzv. in-house metoda pro
mys a kocku) komeréné dostupnd predevSim pro lidské buiiky. Potifeba analyzovat i
smésné vzorky vedla k multiplexni metodé€, schopné rozlisit jednotlivé vybrané druhy
na zaklad¢ délky PCR produktu (Cooper, 2007).

Metodu by bylo tedy mozno vyuZit pro kontrolu kvality — kontaminace bunéénych
linii, ale bylo by moZno ji vyuzit i napf. v potravinafstvi nebo forenznich védach, kde

by jednoduchd analyza smési mohla pomoci pti naslednych analyzach.
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Tato metoda je zaloZena na analyze DNA a je ¢asto pouzivana napi. v lékafstvi a
farmaceutickém pramyslu (produkéni bunééné linie). Dilezité je jeji spravné nastaveni
a optimalizace, coz bylo také cilem experimentdlni casti této diplomové prace.
Optimalizace spocivd v hledani idedlnich podminek pro co nejpfesnéjsi vysledky
identifikace bunécnych linii a jejich kontaminaci. Vyhodou této analyzy je existence
divéryhodnych databazi mitochondridlnich genomi, které jsou volné piistupné na
internetu a slouzi kidentifikaci druhu. Ptikladem takové databaze je GenBank.

K vyhledani sekvencné podobnych zaznamt miize byt pouzit program BLAST.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 DRUHOVA IDENTIFIKACE

V dnesni dobé€ je spoustu dostupnych zpiisobii identifikace a autentizace druht.
Do nedavna nejcastéjSim zpisobem druhové identifikace bylo rozpoznavani na zakladé
morfologickych znaki, které nebylo viibec pfesné. Dnes jsou znamy metody zahrnujici
napf. riizné formy elektroforézy a pouziti imunitniho séra pfi difizi na agarovém gelu.
Tyto zptsoby jsou vSak zalozeny na vzorci exprese proteini a maji tu nevyhodu, ze
proteiny jsou po vafeni denaturovany, ¢imz dojde ke zméné vzorce elektroforézy.
Imunitni séra také Casto vykazuji mezidruhovou reaktivitu (Rastogi, 2007).

Proto se pteslo k daleko citlivéjsi a spolehlivéjsi metodé a tou je identifikace a
autentizace druhl na zaklad¢ analyzy deoxyribonukleové kyseliny (DNA) (Rastogi,
2007). Ve srovnani s bilkovinami je DNA pfitomna ve vSech tké&nich, je odolngjsi viici
primyslovym procestim a zlstava neporusena 1 pti vysSich teplotach. Co se tyce pouziti
mitochondridlni DNA (mtDNA) versus jaderné DNA, je mnohem snadnéjsi a
vyhodnéjsi vyextrahovat mtDNA, nebot’ se v organismu vyskytuje ve vétSim poctu
kopii, coz zvySuje citlivost a lze ji ziskat z velmi malého vzorku tkané neporusenou.
Také ma Siroky popis v databazich sekvenci DNA, proto je tedy mtDNA vhodnéjsi pro
identifikaci druhii (Cottenet, 2020).

Dalsi dulezitou roli v ur€ovani druhd hraji tzv. DNA markery, jez identifikuji
variace nukleotidové sekvence genomu, které mohou zvyraznit mezidruhovou a
vnitrodruhovou identifikaci. Diky velkému poctu a stabilit¢ maji vysoky informacni
potencidl. Analyza polymorfnich DNA markerii se pouzivd v mnoha aplikacich
zahrnujici hodnoceni a charakterizaci genetické variace, konstrukci molekularnich map
a selekci pomoci markert.

DNA markery vyvinuté z mitochondrialniho genomu byly navrzeny jako tzv.
¢arovy kod DNA (barcoding), cozZ je standardni oblast genomu vyznacujici se vysokou
mezidruhovou a nizkou wvnitrodruhovou variabilitou (Scarano, 2014). Nejcastéji
pouzivanym a standardnim carovym kodem (neboli DNA markerem) pro téméi vSechna
zvitata je mitochondridlni sekvence kodujici podjednotku I enzymu cytochrom c
oxidazy (Chao, 2014).

Kdyz to shrneme, tak pozadovanymi vlastnostmi pro vybér vhodného DNA
markeru jsou: nizka vnitrodruhova a vysoka mezidruhova variabilita, marker by mél byt

univerzalné reprodukovatelny pro rizné taxony, coz znamend, Ze by méla existovat
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vysoka uspésnost amplifikace a sekvenovani, nejlépe s univerzalni sadou primert PCR.
Déle je zadouci, aby marker byl dostatecné kratky a mohl byt sekvenovan v jednom
¢teni. Kratkosti se rozumi délka mensi nezli 700 bp (bp = parti bazi). Delsi fragmenty
mél v genomu nachazet ve velkém poctu kopii, ¢im vétsi je pocet kopii, tim veEtsi je

Sance, Ze nalezneme néjaky neposkozeny (Kowalska, 2019).

2.2. DETEKCE KONTAMINACE BUNECNYCH LINIi

Kontinualni bunétné linie jsou Siroce pouzivanym nastrojem ve vyzkumnych
laboratofich po celém svété. Tyto bunééné linie jsou casto vyménovany mezi
laboratofemi bez zéaruky jejich skutecného ptivodu. Nékolikrat bylo v odbornych
Casopisech poukazovano na to, Ze takové praktiky jsou zdrojem kontaminaci a nové
vétSina renomovanych ¢asopist vyzaduje pied publikaci ¢lanku, aby byla pravost linie
dolozena (Masters, 2001). Jejich nazvy a veskeré zaznamy o nich jsou Casto chybné
zapsany nebo zkraceny. Také je vénovano madlo Usili v laboratofich k vylouceni
kontaminace bunéénych linii jinymi bunéénymi liniemi. Ve skutecnosti védci vénuji
vice pozornosti kontaminaci mikroorganismy. Na rozdil od bakteridlni a plisnové
kontaminace je kiizova kontaminace jinymi bunéénymi liniemi Spatné detekovatelna.
Morfologie a chovani bunék v kultufe miliZe zlstat beze zmény. To plati také pro
kontaminaci mykoplazmou, jeZ také neni snadno detekovatelna, nicméné v poslednich
letech bylo zvefejnéno nekolik dokumenti o falSovani Gdaji ohledné této kontaminace a
vedci si na ni davaji pozor. Naopak literatura o kfiZzové kontaminaci bunék je omezena
co do mnozstvi a védeckd komunita dostate¢né nereaguje na problémy spojené s timto
druhem kontaminace (Parodi, 2002).

Vroce 1957 byla kiizovda kontaminace detekovdna experimenty v odvétvi
karyologie, transplantace a hemaglutinace (Parodi, 2002). Kratké tandemové
opakované profilovani (STR analyza) nabizi feSeni pro omezeny pocet druhil, zejména
lidi a nové u mysi, standardni metodou pro identifikaci druhii bunécnych linii je
enzymovy polymorfismus, ktery byl objeven v roce 1966. Isoenzymologie ma vSak své
nevyhody, je to ndro¢né a interpretace dat je Casto obtizna. Dale je citlivost detekce pro
kfizovou kontaminaci nizkd. Vyzaduje to velké mnozstvi pfitomné kontaminujici latky
a kiizova kontaminace v té€sné€ piibuznych druzich mize byt nezjisténa (Cooper, 2007).

V nedavné dobé€ byla vSak vynalezena metoda polymerazovych fetézovych reakci, ktera
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se stala bézné rozsifenou a pouzivanou metodou detekce kontaminace a identifikace
bunécnych linii. Pro pfesnost a reprodukovatelnost védeckého vyzkumu jsou klicové
druhy bunécnych linii a detekce kiizové kontaminace.

Tento zptisob detekce zahrnuje nekolik postupii. Prvnim z nich je izolace samotné
DNA, nasleduje zmnozeni DNA metodou PCR, poté pfichazi na fadu fragmentacni
analyza pomoci kapilarni nebo gelové elektroforézy a vse je zakonceno interpretaci a

porovnanim vysledkt s referencnimi profily (Parodi, 2002).

2.2.1 Izolace DNA

Utinna izolace DNA je dilezitd pro molekularni metody. Dnes existuje mnoho
technik a postuptl, nejcasteji se vSak pouzivaji komeréné dostupné soupravy zalozené na
adsorpci DNA na pevnou fazi a jeji naslednou eluci, které ve vétSin€ ptipadi obsahuji
lyzaéni pufr, enzym proteindzu K a RNA4zy. Po zbaveni se nezadoucich komponent se
bunécny lyzat ptenese na kolonku, DNA adheruje na silikatovy povrch kolonky, a poté

je promyvacimi kroky eluovéana (Thatcher, 2018).

2.2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova ftetézova reakce je v molekularni biologii asi nejpouzivané]si
metodou, jejiz zakladem je tzv. amplifikace neboli zmnoZeni pozadovaného fragmentu
DNA v jednoduché enzymatické reakci (Jalali, 2017). Tato metoda byla popsana jiz
vroce 1971, ale az vroce 1983 ji Kary Mullis byl schopen realizovat. O deset let
pozd¢ji za tento vynalez obdrzel Nobelovu cenu (Valones, 2009). Dnes ma tato metoda
uplatnéni nejen v oboru molekularni biologie, ale i v kriminalistice ¢i potravindiském
pramyslu k odhaleni patogend.

PCR zpiisobila revoluci ve védé diky své schopnosti z malého mnozstvi DNA
(teoreticky jedné kopie) ziskat velké mnozstvi identickych kopii dostate¢nych pro
analyzu. Dfive jedinym zplsobem jak amplifikovat DNA bylo vyuziti bakterii. Byl to
velice Casoveé narocny proces zahrnujici pieneseni ¢asti DNA do plazmidu nebo jiného
vektoru, transformaci kombinované DNA do bakteridlni buiiky, rast velkého mnoZzstvi
bakterii a opétovné ¢isténi fragmentu DNA z bakterii (Clark, 2019).

Samotna PCR vyZaduje pfitomnost nékolika komponent, mezi které patii
templatova DNA, primery, volné nukleotidy, enzym DNA polymeraza a pufr. Jako

templat slouzi DNA o znamé sekvenci, kterou je tfeba amplifikovat. VétSinou se jedna o
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usek velky vrozmezi od 100 do 1000 bp. Dalsi nezbytnou komponentou jsou tzv.
primery. Primery jsou kratké jednovlaknové oligonukleotidové sekvence, které musi byt
komplementarni k templatové DNA. Nasednutim na templat vymezuji oblast, ktera se
bude amplifikovat a jak velky produkt bude vznikat. Primery se pouzivaji ve dvojicich,
kazda dvojice obsahuje ptimy a reverzni primer. Jejich délka byva nejcasteji 16-20 bp.
Kazda nové syntetizovand DNA se stava Sablonou pro dalsi replikaci, ¢imz se vytvari
fetézova reakce a dochdzi k exponencidlnimu rastu poctu novych kopii DNA. DNA
polymeraza je klicovym enzymem replikujici DNA, ktery spojuje jednotlivé nukleotidy
dohromady za vzniku produktu PCR (Maheaswari, 2016). Vzhledem k tomu, ze PCR
postup zahrnuje nékolik krokli s vysokymi teplotami, je vyzadovano, aby DNA
polymerdza byla tepelné odolna.

Termostabilni polymerazy byly izolovany z termofilnich bakterii, nejcastéji z
Thermus aquaticus, odtud vznikl ndzev Tag polymeraza. Jejich polymerazy zlstavaji
aktivni 1 pii vyssich teplotach, nez je teplota pti denaturaci, coz umoznuje provést PCR
bez nutnosti ptidani Taq polymerazy po kazdém cyklu (Caetano-Anollés, 2013).

V dnesni dobé& se piipravuji polymerazy rekombinaéni. Existuji ale i dalsi
polymerazy napt. Pfu polymeraza z bakterii Pyrococcus furiosus, ktera se pouziva, kdyz
je pozadovana vysS$i presnost, protoze ma schopnost korektury (proof-reading
polymerase). Dale je také zndma polymeraza T/i izolovana z Thermococcus litovalis,
tato polymeraza mé rovnéz korektivni vlastnosti (Clark, 2019).

Prvnim krokem v PCR je smichédni vSech vySe zminénych reakénich komponent,
templatova DNA, dva primery potiebné k zahdjeni syntézy, Tag polymeraza, nukleotidy
dodavany ve formé deoxynukleosid trifosfati a pufr, ktery obsahuje vhodné
koncentrace iontll a pH a zajiStuje tak optimalni podminky reakce. Samotna metoda se
potom sklada ze tii na sebe navazujicich krokd. Prvnim z nich je tzv. denaturace, kdy
dochézi k rozdéleni dvouvldknové DNA na jednoduché fetézce. Tento proces probiha
za teploty pfiblizn€ 95 °C, dochézi pfi ném k rozvoliiovani vodikovych vazeb, jez drzi
obé komplementarni vlakna pohromadé. Trva asi 15-30 sekund. Ve druhém kroku
nazyvaném anneling dochéazi k poklesu teploty pfiblizné na 60 °C. Tato teplota se
udrzuje po dobu 15-60 sekund. Pro tento krok je charakteristické nasedani primerti na
specificka mista jiz denaturované (jednovldknové) DNA. Poslednim krokem je tzv.
elongace, kde hlavni roli hraje termostabilni polymeraza. Teplota se zvysi obvykle na
hodnotu 72 °C. Pii své optimdlni teplot¢ DNA polymeraza pouziva volné nukleotidy

k prodluZzovani neboli elongaci nového komplementarniho fetézce DNA. Pii tomto
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kroku obvykle postacuje 1 minuta na 1000 bp (Clark, 2019). Obecné se cely tento
proces tii krokt (obr. 1) cyklicky opakuje piiblizné 40x v zatizeni zvaném termocyklér.
Nasleduje vizualizace novych produkti pomoci elektroforézy (Maheaswari, 2016).

Neexistuje vSak jedena univerzalni sada podminek, za které by prob¢hly vSechny
reakce PCR. V zavislosti na potfeb¢ je nutno cely proces optimalizovat, at’ uz zménami
koncentraci jednotlivych komponent ¢ zménami v teplotnim profilu. Casto se za
ucelem zlepseni PCR produkti a navySeni kvantity produktl pouzivaji tzv. aditiva.
Aditiva pomahaji zlepSovat funkce polymerazy a zlepSuji specifitu reakce. NejCastéji
pouzivanymi aditivy jsou glycerol, betain, formamid, dimethylsulfoxid (DMSO), hovézi
sérovy albumin (BSA) a polyethylenglykol (Jurisic, 2016).

Hlavnimi vyhodami PCR jsou snadnost kvantifikace, rychlost analyzy, vysoka

citlivost a presnost, reprodukovatelnost a snizené¢ riziko kontaminace (Maheaswari,

2016).
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Obrazek 1: Schéma polymerdzové retézové reakce (Engstrom-Melnyk, 2015).

2n

2.2.2.1 Real time PCR

Na rozdil od tradi¢ni PCR, kde samotna detekce a analyza produkt probihé az po
dokonceni cyklovani pomoci elektroforézy, tak u real time PCR (PCR v redlném case)
probiha soucasné¢ amplifikace i detekce, coz piinaSi daleko piesné€j$i a rychlejsi
vysledky (Engstrom-Melnyk, 2015). Real time PCR vyZzaduje termocyklér s optickym

systémem zachycujicim fluorescenci a pocita¢ se softwarem schopnym zachytit data.
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Emise fluorescence je piimo umémd mnoZzstvi produktu PCR generovaného
fluorescencnimi barvivy nebo sekvencné specifickymi oligonukleotidovymi sondami.
Hodnoty se zaznamenavaji po kazdém cyklu (Valones, 2009).

Existuje celd ftada komeréné dostupnych fluorescencnich barviv. DNA,
nejznaméjSimi jsou ethidiumbromid, YO-PRO-1, SYBR® Green I, SYBR® Gold,
SYTO, BEBO a BOXTO a EvaGreen (obr. 2). Nejbéznéji pouzivanym je SYBR®
Green I, coz je asymetrické kyaninové barvivo se dvéma pozitivnimi ndboji za
standardnich reak¢nich podminek PCR pfispivajicich k jeho vysoké vazebné afinité
k DNA. Vysledny komplex DNA-barvivo absorbuje modré svétlo (497 nm) a emituje
zelené svétlo (520 nm). V posledni dobé nékolik autort popsalo, Ze barvivo EvaGreen a
urcité barvy SYTO jsou dokonce stabilnéjsi a citlivéjsi nez SYBR® Green I pro
kvantifikaci DNA pomoci real time PCR. Nezadoucim uc¢inkem mize byt tvorba
nespecifickych produktl, mezi které¢ se fadi naptiklad dimery primerd. Fluorescencni
barviva emituji fluorescencni zafeni v pritomnosti jakékoliv dvoufetézcové DNA,
mohlo by dojit k nespravnym kvantifikacim PCR produktu. Proto je vhodné na zavér
PCR analyzy provést analyzu kiivky tani. Tato analyza spociva v aplikaci tepla na
vzorek a sledovani emise fluorescence. Teplota denaturace DNA je znazornéna jako
prudky pokles fluorescenéniho signalu v disledku disociace barviva. Nespecifické
produkty denaturuji pfi nizSich teplotach nez produkty specifické, porovnanim téchto

teplot 1ze rozpoznat, o jaky produkt se jedna.

o

oo

Obrazek 2: Asymetrickad kyaninova barviva. Vievo SYBR® Green I, vpravo BOXTO
(Kubista, 20006).
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Néklady na pouziti barviv jsou daleko niz§i nez naklady na oligonukleotidové
sondy. Sondami se rozumi malé fluorescencni molekuly zvané fluorofory navdzané na
oligonukleotidy. V dnesni dobé€ jsou nejvice rozsiiené tzv. TagMan sondy. Na 5" konci
sondy se nachazi tzv. reportér (darce) a na 3" konci je ukotven tzv. zhase¢ (akceptor).
Reportér absorbuje energii ze svétla a dostava se tim to excitovaného stavu. Proces
navratu do zakladniho stavu je doprovazen emisi energie jako fluorescence. Toto
emitované svétlo od darce ma nizsi energii a frekvenci a delsi vinovou délku nez
absorbované svétlo a mize byt pieneseno na akceptor (Navarro, 2015). Neporusené
sondy nevyzafuji fluorescenci, protoze jsou vazany (zhdSeny). K vytvotfeni
fluorescen¢niho signalu musi nastat dvé udélosti. Nejprve musi sonda navazat na
komplementarni vlakno v DNA pfti 60 °C. A poté pii této teploté¢ musi dojit za pomoci
termostabilni DNA polymerdzy k odstépeni reportéru na 5° konci, pfi¢emz dojde
k oddéleni fluorescenc¢niho barviva od zhaSeciho barviva. Zhase¢ je uvoliiovan
z fluoroforu, ktery nyni po excitaci fluoreskuje. Fluorescence je pfimo imérna mnozstvi
amplifikovaného specifického produktu (Valones, 2009). Na rozdil od kvantifikace
pomoci barviv jako je SYBR® Green I, je detekce s vyuzitim
hybridiza¢nich/hydrolyza¢nich sond sekvencné specificka. Dokaze tedy odrusit detekci
nespecifickych PCR produkti. Zalezi tedy na designu reakce, kdy je vhodnéjsi a
ekonomictéjsi pouZiti nespecifické detekce pomoci napt. SYBR® Green I a kdy vyuzit

PCR sondy.

2.2.2.2 Reverzni transkriptazova PCR

Reverzni transkriptazovd PCR (RT-PCR) je dostate¢né citlivda metoda, aby
umoznila detekci a kvantifikaci RNA z jediné buiiky (4lvarez-Ferndndez, 2013). RNA
templat je nejdiive pfeveden do kruhu na komplementarni DNA (cDNA) za pomoci
enzymu reverzni transkriptdza. cDNA pozd&ji slouzi jako templat pro amplifikaci
pomoci PCR. RT-PCR lze provadét v jednom nebo dvou krocich. Jednostupiiova
RT-PCR kombinuje reverzni transkripci 1 PCR reakci ve stejné zkumavce. Pii
dvoustupniové RT-PCR probihaji kroky oddélené ve dvou zkumavkach, nové
syntetizovana cDNA je pfevedena do druhé zkumavky pro reakci PCR. Ob¢é metody
maji své vyhody 1 nevyhody, jednostupniova RT-PCR se snadnéji nastavuje a jsou
idealni pro vysoce vykonny screennig, dvoustupiiovd RT-PCR je idealni pro detekci

vicero informaci z jednoho vzorku (Jalali, 2017).
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Jak jiz bylo zminéno, k vytvoteni kruhu se pouZziva reverzni transkriptaza, coz je
restrikéni enzym. Rozpoznava sekvenci Sesti bazi. Tento enzym rozstépi RNA pred a za
znamou oblasti. Vysledny fragment bude mit znamou sekvenci uprostfed a z obou stran
ohranicenou neznamou sekvenci. Oba konce fragmentu maji kompatibilni konce, které
se snadno na sebe navazou, vznikne tak kruh DNA. Syntéza nové DNA probiha kolem
kruhu ve sméru hodinovych ruci¢ek od jednoho primeru a proti sméru hodinovych
rucicek od druhého primeru. Vznikd segment, ktery obsahuje ¢ast DNA vpravo a ¢ast

DNA vlevo od pivodni zndmé oblasti (obr. 3) (Clark, 2019).
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Obrazek 3: Schéma reverzni transkriptazové PCR (Clark, 2019).



2.2.2.3 Nested PCR
V nested PCR (vnofena PCR) se pouzivaji dva pary primerd. Jeden par primert se
pouziva v prvnim kole amplifikace PCR, ktery bézné¢ obsahuje 15-30 cykli. Produkty
prvniho kola amplifikace slouzi jako templat pro druhé kolo amplifikace za pomoci
druhé sady primert (Shen, 2019). Uéelem vnotené PCR je zvysit citlivost metody. To je
docileno opakovanou dvoukrokovou amplifikaci. Druhym ucelem je zvyseni
specificnosti, které je dosazeno nasednutim druhé sady primert na sekvence vytvoiené
v prvnim kole. Vzniklé amplikony z prvniho kroku obsahujici nespecifické vazby
nejsou znovu ve druhém kole amplifikovany.
Hlavni nevyhodou této metody je zvySené riziko kontaminace. Ke kontaminaci
nejcastéji dochdzi béhem pienosu produktti zprvniho kola do druhé zkumavky

(Marmiroli, 2007).

2.2.2.4 Multiplexni PCR

Dalsi variantou PCR je tzv. multiplexni PCR. V multiplexni PCR jsou zapotiebi
dvé nebo vice sad primeri uréenych pro amplifikaci raznych cilt ve stejné PCR reakci.
Pomoci této techniky lze tedy v jedné zkumavce amplifikovat vice nez jednu cilovou
sekvenci ve vzorku. Primery pouzité v multiplexnich reakcich musi byt vybirany velmi
peclivé. Mély by mit podobné teploty tdni a nesmi byt vzijemné komplementérni.
Velikosti amplikonu by mély byt dostatecné odliSné, aby pfi vizualizaci gelovou nebo
kapilarni elektroforézou vytvarely odlisné pruhy. Vyhodou této metody je, ze jednu
sadu primert lze pouzit jako vnitini kontrolu, coz vylu€uje moznost faleSnych pozitiv
nebo negativ.

Ackoli pouziti multiplexni PCR sniZuje naklady a ¢as, je daleko komplikované;si
na vyvoj a Casto je i méné citliva nezZ PCR s jednim parem primera (Shen, 2019). Pokud
se jedna o velké mnozstvi primerti, miize vyZadovat obtiZznou optimalizaci. Pfedstavuje
vSak dullezitou techniku pro vysoce vykonné analyzy, casto je pouZivana
v potravinaiském pramyslu pro analyzu potravin, kde je ¢asto nutné testovat pfitomnost
ruznych toxickych latek v jednom vzorku (Marmiroli, 2007) nebo ve forenznich kitech

pro analyzu huménnich vzorkt (Butler, 2015).
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2.2.3 Kapilarni elektroforéza

Elektroforéza je hlavni metodou separace DNA v molekularni biologii. Casto
pouzivanou je kapilarni elektroforéza, ktera je lepsi nez napft. klasickd deskova gelova
elektroforéza, protoze nabizi vysoké rozliSeni, vysokou citlivost a moznost
automatizace. Na druhou stranu neni vhodnd pro preparativni ucely. Kapilary jsou
dostupné ve velkém mnozstvi priméru a délek. Kapilarni elektroforéza je kompatibilni
s fadou detek¢nich metod, jako je absorbance, laserem indukovana fluorescence,
hmotnosti spektrometrie a dalsi. Typickymi aplikacemi jsou sekvenovani DNA,
separace DNA v analyzach délkovych polymorfismi, SSCP (polymorfismus
konformace jednovldknové DNA) nebo RFLP (polymorfismus délky restrikénich
fragmentl) (Heller, 2001).

2.2.3.1 Fragmentacni analyza
Bé&hem PCR se do namnoZenych fragmentti DNA zacleiiuji fluorescen¢né znacené

primery, které pozdé&ji umoziuji detekci jednovldknové DNA pomoci kapilarni
elektroforézy a fluorescencniho detektoru. Tyto fragmenty je nutno elektroforeticky
rozd¢lit, napf. pomoci vySe zminéné kapilarni elektroforézy, kde se jednotlivé
amplikony rozdé€li podle jejich celkové délky. Pti prichodu kapilarou naplnénou
polyakrylamidem a elektroforetickym pufrem se jednotlivé fragmenty oddéli podle
jejich molekulové hmotnosti a rozdilné rychlosti migrace v elektrickém poli. Nakonec
projdou detektorem. V této ¢asti jsou elektrony ve fluoroforech excitovany laserem a pti
navratu do zakladniho stavu emituji zafeni o rGznych vlnovych délkach, které je
zachyceno analyzatory. Vysledkem této metody je zisk DNA profilu. Zaznam, ktery
ziskame, se nazyva elektroforeogram, jez obsahuje rizné velké piky. Elektroforeogram
nam poskytuje informace o intenzit¢ fluorescencniho zareni v zavislosti na velikosti
fragmentu a pohybu téchto fragmentli v ¢ase. Rychleji se pohybuji fragmenty kratsi a
pomaleji delsi (Taylor, 2016).

2.2.3.2 Sekvenacni analyza

V soucasnosti pouzivanou technologii pro sekvenovani vyvinul v sedmdesatych
letech Frederick Sanger. Metoda sekvenovani hraje v dneSni dob& zéasadni roli.
Schopnost znat ,,Ctyfpismennou® sekvenci jakéhokoli genu nebo segmentu DNA je

nezbytna pro provadéni vyzkumu a analyzy genetiky jednotlivcili, organismu, rostlin a
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zvifat. Sekvenéni analyza nachazi uplatnéni v mnoha oborech, napt. v molekularni
biologii, diagnostickych oddélenich pro riizné choroby a vrozené vady, forenzni biologii
a dalsi (Shimasaki, 2014).

Pomoci sekvencni analyzy se stanovuje primarni struktura DNA, tj. pfesné potadi
¢tyt nukleotidli-thymin, adenin, guanin, cytosin. K odliSeni jednotlivych nukleotidl se
pouzivaji rizné fluorescenéni barvy specifické pro dany nukleotid. Obvykle je thymin

znacen Cervené, adenin zelen€, guanin zlut€ a cytosin modre (obr. 4) (Butler, 2004).
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Obrazek 4: Sangerova metoda pro sekvenovani DNA. Znazornéni separace jednotlivych
znacenych fragmenti jako elektroforeogram (nahore) a jako ctyrdrahovy gel (dole), kde
je pro kazdy nukleotid zvlastni draha (Shimasaki, 2014).

Sangerova metoda sekvenovani do neddvna byla postacujici, nicméné béhem
projektu lidského genomu, kdy byl piecten prvni lidsky genom, tato metoda narazila na
limitace Sangerova sekvenovani a bylo potieba vynalézt nové technologie s vyssi
vykonnosti a pfesnosti, niz§imi naklady a mensi pracnosti. CoZ se védciim povedlo a
dnes tu mame sekvenatory druhé generace, které umoziuji masivni paralelni
sekvenovani az tisice molekul DNA soucasné. Pfedchozi sekvenatory byly schopné
detekovat DNA béaze postupné jednu po druhé, ale i tak se stdle vyuzivaji, napf. pro
sekvenovani PCR produkti.

Ackoli vSechny dostupné technologie sekvenovani druhé generace (next
generation sequencing-NGS) vyuzivaji rozdilné chemické sloZeni, tak spole¢né sdileji
tyto kroky: izolaci DNA a pfipravu templatu, sekvenovani a detekci inkorporovanych

oligonukleotidii a samotnou zavérecnou analyzu. Na trhu dnes dominuji tyto tfi
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platformy: Roche 454 Genome Sequencer, Illumina Genome Analyzer a Life

Technologies SOLiD System (Koubkova, 2014).

2.3 DNA BARCODING

Diverzita zivota je zdkladem veskerého biologického vyzkumu. Ve skutecnosti
byl dosud identifikovan pouze zlomek vSech zivych organismi na svété. Samotna
identifikace ma rtizna omezeni, napt. fenotypova plasticita a genotypova variace mohou
vést k nespravnym identifikacim. Morfologické klice jsou Casto U¢inné jen pouze
v urCitém stadiu zivota nebo pohlavi, takze jedince nelze spravné urcit. Tato omezeni
vSak vedla k vyvoji nového pristupu k uréovani totoznosti organismi. Jednim z nich
byla identifikace na zakladé DNA. V roce 2003 byl Hebertem navrhnut tzv. DNA
barcoding (Kowalska, 2019).

Carovy kéd, poprvé navrzeny védci z University of Guelph v Ontariu v Kanadg,
je taxonomickd metoda, kterd pouziva kratky geneticky marker v DNA organismu
k identifikaci konkrétniho druhu organismu. Kratka geneticka sekvence ze standardni
¢asti genomu uclinné pracuje na identifikaci druhu zplsobem, jakym skener
supermarketd rozliSuje produkty pomoci ¢ernych prouzkt koédu. Odtud vznikl nazev
,carovy kod DNA®. Tyto ¢arové kody se ve velmi malé mife 1i$i u jedinct stejného
druhu. Obvykle je drobna variace oblasti carového kodu DNA uvniti druhu trividlni ve
srovnani s rozdily mezi druhy.

Sekvence DNA vyuZivané v tzv. ¢arovém kodu jsou relativné kratké vzhledem
k celému genomu, Ize je ziskat levné a rychle. Jako standardni Carovy kod pro témét
vSechna zvifata slouZi sekvence mitochondrialni podjednotky I cytochrom c oxidazy.
Sekvence COI obsahuje 648 part bazi ve vétsing€ skupin (Chao, 2014).

Identifikace druhti pomoci ¢arového kédu DNA zacind na samotném vzorku, kdy
se z n¢ho konkrétnim postupem izoluje DNA. Nasleduje amplifikace oblasti ¢arového
kédu pomoci PCR, a poté nasleduje sekvenace. Ziskand sekvence je reprezentaci
jedine¢né a druhové specifické série ¢tyf nukleotidd, tj. adeninu, cytosinu, guaninu a
thyminu oznaCenych ftadou pismen ACGT. Poslednim krokem v identifikaci je
porovnavani ziskanych sekvenci s referencnimi databdzemi (obr. 5). Pokud se dany
organismus jiz v databazi vyskytuje, je ithned urcen, paklize je tomu naopak, je
automaticky pfifazen k nejbliz§imu ptibuznému druhu. V soucasné dobé& existuji dvé

hlavni databaze obsahujici DNA ¢arové sekvence, jedna se o GenBank a BOLD.
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Referenéni databdze GenBank obsahuje jiz pfes 200 miliont sekvenci z rtiznych
organismdu.

Obecn¢ vyvoj DNA barcodingu pomohl taxonomickému vyzkumu a ma velkou
roli pfi kontrole a detekci rGznych invazivnich druhd, identifikaci organismi pro
monitorovani zivotniho prostiedi, testovani komer¢nich a potravinovych produkti a

dalsi (Kowalska, 2019).
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Obrazek 5: Postup identifikace organismu pomoci DNA barcodingu (Kowalska, 2019).

2.3.1 Mitochondrialni DNA

Mitochondrie jsou organely eukaryotickych bunék, hraji ustfedni roli
v jejich metabolismu, apoptdze, nemoci a starnuti. Jsou mistem oxidac¢ni fosforylace,
kterd je nezbytnd pro produkci adenosintrifosfatu (ATP), jez slouzi jako zdroj energie
(Boore, 1999). Ustiedni cestou oxidaéni fosforylace je mitochondrialni respiraéni
fetézec, ktery se sklada ptiblizn€ ze sta proteinti seskupenych do specifickych komplext

na vnitini mitochondridlni membrané (obr. 6) (Keogh, 2015).
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Obrazek 6: Mitochondrialni dychaci retézec (Keogh, 2015).

Lidska mtDNA je cirkularni dvouvldknova molekula o délce 16 569 part bazi,
ktera se sklada z koédujici oblasti, jez obsahuje sekvence pro 13 podjednotek oxida¢niho
fosforylacniho systému, 2 ribozomélni RNA (rRNA), 22 pienosovych RNA (tRNA), a z
nekodujiciho regionu nazyvany vytésnovaci smycka (Pakendorf, 2005). Prvni fetézec se
nazyva t€zké vldkno (H vlakno) a druhy lehké vldkno (L vldkno), prvni je bohaty na

guaniny a druhy na cytosiny (obr. 7) (Keogh, 2015).
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Obrazek 7: Mitochondrialni genom. Tezké viakno-heavy strand, lehké viakno-L strand
(Keogh, 2015).

30



MtDNA je pfitomna ve velkém poctu kopii v buice, nikoliv vSak v jadre, ale
uvnitf organel vytvarejicich energii-mitochondriich. Primérma somatickd buiika ma
pouze dvé kopie jakéhokoli jaderného genu nebo segmentu DNA, zatimco mtDNA je
v ni obsazena ve stovkach az tisicich kopiich, coz zvysSuje citlivost detekce této DNA.
Pokud totiz mate vzorek ulozen nestandardnim zptisobem, dochazi k degradaci DNA.
Pokud ale mate vyrazné vice kopii mtDNA, mate vétsi Sanci, ze ziskate neporusenou
molekulu vhodnou k analyze. Této skuteCnosti se vyuziva i u forenznich vzorkl a
v antropologickém a evolu¢nim vyzkumu (Pakendorf, 2005).

Tato vlastnost spolu s extranuklearni cytoplazmatickou lokalizaci usnadiuje
ziskani mtDNA pro analyzu a identifikaci jedinct. Dilezity rozdil mezi jadernou a
mtDNA spociva ve vzorci dédi€nosti, mitochondrie, a tedy mtDNA, pochazeji z vajicka
matky jedince s malym nebo Zzadnym ptispévkem od otce, zatimco jadernda DNA je
kombinaci DNA obou rodictd. Proto jadernd DNA prochazi rekombinaci s kazdou
generaci, zatimco mtDNA ptedstavuje pouze matetsky rodovy pivod jedince (tabulka
1) (Butler, 1998). Dale se lisi také ve své organizaci, jaderna DNA je spojena
histonovymi komplexy, kdezto mtDNA je umisténa na vnitini mitochondridlni
membrané a je spojena s nékolika proteiny vytvarejici vlastni nukleoid. Mezi proteiny
se fadi napt. DNA polymerazova podjednotka gama 1 (Keogh, 2015).

U zvifat je mtDNA obvykle maly genom, stejné jako u clovéka, ktery obsahuje
téz 37 genil. Je vSak mozZné, Ze se u nich najde i mnohem vétsi mitochondrialni genom,
to ale znamend pouhy produkt duplikace casti mtDNA, nikoliv zménu obsahu genu

(Boore, 1999).

Tabulka 1: Srovnani lidské jaderné a mitochondrialni DNA (Butler, 1998).

vlastnosti jaderna DNA mitochondriialni DNA
velikost 3 miliardy bp 16 569 bp
kopie na bunku 2 muze byt > 1000
struktura linearni; zabalené v chromozomech cirkularni
zd&déno od otec a matka matka
generacni

rekombinace ano ne

mira mutace nizka vysoka
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2.3.1.1 Detekce a identifikace na zakladé mtDNA

V dnesni dobé existuje jiz mnoho metod, jak identifikovat druh a jedince pomoci
mtDNA. Nejznaméjsi a nejcastéj$i metodou je metoda polymerdazové tfetézové reakce
(PCR). Vyvinuly se také rizné dalsi automatizované sekvencni postupy a separacni
techniky, které¢ pomahaji snizit naklady a Cas analyzy. Mezi takové techniky patii napf.
kapilarni elektroforéza, screeningové techniky, pod které spadaji sekvenéné specifické
oligonukleotidové typizace a minisequencing. Daéle denaturacni elektroforéza na

gradientovém gelu, jez slouzi jako vynikajici metoda pro porovnani dvou vzorki

(Butler, 1998).

2.3.2 Cytochrom c oxidaza

Cytochrom c¢ oxidaza je termindlni enzym dychaciho fetézce v mitochondriich.
V tomto fetézci dochdzi k pfesunu volnych elektronit od darce (cytochrom c)
k akceptoru (molekularni kyslik) a vyslednym produktem je voda. COI hraje dileZitou
roli v fizeni aerobni produkce energie (Ygodina, 2014). Bakterialni COI se sklada pouze
ze 3-4 podjednotek, zatimco COI v eukaryotickych buitkach obsahuje 13 podjednotek.
Tti nejvétsi podjednotky (I-III) jsou velmi podobné podjednotkdm z bakteriadlni COI,
tvoii katalytické jadro enzymu a katalyzuji transport elektronti z cytochromu ¢ na kyslik
a Cerpani protont. Podjednotky I-III eukaryotické COI jsou kodovany mtDNA, zbylé
podjednotky COI jsou kddovany jadernou DNA a jsou pevné vazany na podjednotky I-
III (obr. 8) (Kadenbach, 2015).
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Obrazek 8: Cytochrom c oxidaza. Modrad, cervena a zelend barva zndzornuje
podjednotky I-III. Sedd barva zndzoriuje deset jaderné kédovanych podjednotek.
Rovnéz jsou vyznaceny hranice dvojvrstvy lipidii teckovanou carou. Sipky predstavuji
drahy elektronui, protonut a kysliku (Wikstrom, 2018).

2.3.2.1 Vyuziti COI v molekularnich metoddach

V systematické taxonomii je jednim z nejunikatnéjSich a nejslibnéjSich ndéstrojii
pro identifikaci druht DNA carovy kod, ktery je Siroce piijiman jako novy koncept
v taxonomii. Mitochondridlni gen kodujici podjednotku I cytochrom c oxidazy, coz je
fragment o velikosti pfiblizné¢ 650 bp, byl Herbertem et al. (2003) navrzen jako
univerzalni carovy koéd. Diky odliSnym sekvencim kédujicich COI jsme schopni
v dnes$ni dobé rozlisit uzce spiiznéné kmeny vsech zivocisnych kmenti. Tyto sekvence
se vyznacuji vysokou mezidruhovou variabilitou a nizkou vnitrodruhovou variabilitou
(Mondal, 2020).

Standardni sekvence pro COI vSak neni vhodna pro identifikaci druhti rostlin,
protoze u nich se vétSinou sekvence pro COI nevyskytuje. Vyjimkou jsou ¢ervené fasy,
kde lze vySe uvedeny postup aplikovat. U ostatnich rostlin nedochdzi k tspésné
amplifikaci chténého fragmentu, védci proto zacali pouzivat chloroplastovou DNA. Ta

se v rostlinach vyskytuje ve vétsim poctu kopii (Kowalska, 2019).
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2.4 BUNECNE LINIE

Bunécné linie jsou vSudy pfitomné nastroje pro experimentalni biomedicinsky
vyzkum. Prvni bunééné linie byly izolované z mysi v roce 1943. Avsak nejznaméjSim
milnikem spojovany s bunéénymi liniemi je rok 1951 a objeveni HeLa bunck, které
byly izolované z nddoru délozniho hrdla Henrietty Lacksové. Od té doby roste svét
bunécnych linii exponencialné, a to nejen z hlediska jejich poctu, ale i z hlediska jejich
variability. DalS§im dilezitym rokem je rok 1975, kdy byly vynalezeny tzv. hybridni
linie, v roce 1981 byly odvozeny linie z mySich embryondlnich kmenovych bun¢k a
vroce 1998 z lidskych embryonalnich kmenovych bunék. A nakonec se dostavame
k vyvoji indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék, jez byly vyvinuty v roce
2006 (Bairoch, 2018).

Bunééné linie jsou kultury zivocisnych bunek, které se mohou opakované mnozit,
nékteré 1 neomezen€. Vychdzeji z primarnich bunéénych kultur, které jsou izolovany
pfimo z tkani nebo orgdnl. Primérni kultury uzce napodobuji chovani bunék in vivo.
Obvykle se v experimentech pouzivaji béhem néckolika dnli, nebot' maji kratkou
zivotnost. Pomoci tzv. pasdzovani, kdy je ¢ast primarni kultury pfenesena do nového
média, se dostavame ke vzniku sekundarnich bunécnych kultur (Bols, 2011). Procesem
transformace sekundarnich bunéénych kultur, kdy dojde ke zméndm rhstovych
vlastnosti, se miizeme dostat az k bunéénym liniim, které maji neomezenou Zivotnost a
schopnost neomezeného déleni. Takovéto linie mohou byt také izolovany z zivé
nadorove tkang. Prikladem takovychto linii jsou napt. HeLa bunky. Tyto bunééné linie
vSak maji tendenci se v prubehu Casu ménit (Verma, 2014).

Existuje mnoho druhti zpisobt kultivace buné¢énych linii, av§ak nejaktualnéjsim
nejprohrangj§im tématem je trojrozmérnd (3D) kultivace. Dvourozmérnéd (2D)
kultivace, je metoda, jez je pouzivana od pocatku 20. stoleti, kterd hraje zasadni roli ve
vyzkumu, ale mad mnoho omezeni v disledku 2D modelli. Buniky v tomto typu kultivace
nepiesné reprezentuji tkanové bunky in vitro. Metoda 3D kultivace ukéazala zlepSeni ve
studiich zamétenych na morfologii, monitorovani poctu bunék, proliferaci, reakci na
podnéty, diferenciaci, metabolismus 1é¢iv a syntézu proteini. To vSe je zpiisobeno
schopnosti 3D kultur modelovat buiiku in vivo pii kultivaci in vitro. 3D kultivace ma
mnoho aplikaci, pouziva se napt. ve vyzkumu rakoviny a kmenovych bunék (Jensen,

2020). Bylo vytvoteno hned né€kolik metod 3D kultivace, kultivace pomoci skafoldi,

34



matricovych gelii a metoda visuté kapky, z nichz kazdda mé své vyhody a omezeni
(Gamerith, 2017).

Skafoldy se rozumi nosi¢ na bazi hydrogelu nebo na tvrdém polymernim
materidlu. Hydrogely jsou univerzalni a jedine¢né diky své schopnosti napodobovat
extracelularni matrici. Existuji pfirodni i syntetické hydrogely, pfi¢emz ptirodni gely se
bézné vyrab€ji z prirodnich polymert, jako je fibrinogen, kyselina hyaluronova,
kolagen, zelatina a chitosan (obr. 9). Syntetické polymery se obvykle vyrab&ji ze
syntetickych polymert vyrobenych z polyethylenglykolu, kyseliny polymlééné nebo
z polyvinylacetatu (Jensen, 2020).

Obrazek 9: Snimek morfologie bunék na nosi¢i na bdzi hydrogelu za pomoci
elektronovéeho mikroskopu. (A) hedvabny fibroin; (B) hedvabny fibroin/chitosan; (C)
hedvabny fibroin/zelatina, (D)hedvabny fibroin/chitosan/zelatina; (1) 3. den, zvétseno
100x; (2) 3. den, zvétseno 250x; (3) 3. den, zvétseno 500x; (4) 7. den, zvétseno 500x (Li,
2017).
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2.4.1 Pouzité bunécéné linie
2.4.1.1J774

J774 je mysi makrofagova bunééna linie, kterd se pouziva jako model pro studium
infekce M. tuberculosis. Je to jedna z nejcastéji pouzivanych mysich bunéénych linii a
nejsnadnéji dostupnych (Andreu, 2017). Makrofagy jsou tkanové imunitni bunky. Jsou
vysoce pohyblivé, schopné chemotaxe a pohlceni patogenti. Stimuluji imunitni systém
prezentaci antigent lymfocytim. Diky témto schopnostem linie makrofagt slouzi jako
modelové systémy. Jdou snadno udrzovat a lze s nimi snadno geneticky manipulovat
(Lam, 2009).

Bunky J774, jsou adherentni, pomalu migrujici bunky se schopnosti fagocytozy.
Exprimuji nékteré makrofagové markery, jako jsou molekuly ttidy CD23, CD86 a
MHC-I (Gabrilovac, 2011).

2.4.1.2 VERO
VERO bunky jsou tkanova bunécénad linie odvozena z opiCich ledvinnych

epitelidlnich bunc¢k kockodana zelené¢ho (Murayama, 2016). Tato bunétna linie je
citlivd na riizné typy virQ, ale i na nékteré bakterialni toxiny vcetné toxinii podobnych
Shiga (nebo ,,Vero®). VERO bunky maji pseudo-diploidni karyotyp a nejsou
tumorigenni, pokud nejsou rozsdhle pasaZzovany. Diky témto vlastnostem jsou VERO
buiikky pouZzivany pii riznych innostech proti infekénim onemocnénim, slouZzi jako
biologicky material ve vyzkumnych laboratofich, diagnosticky nastroj v klinickych
laboratofich a také jako bunéCny substrat pro lidské vakciny ve farmaceutickém

prumyslu (Sakuma, 2018).

2.4.1.3 MDBK
MDBK bunky jsou bunééné linie odvozené z ledvinnych epitelidlnich bunék tura

domaciho. SlouZi jako systém pro kultivaci viru infekéni bovinni rinotracheitidy, coz je

roz§ifené virové onemocnéni skotu (Hulyanych, 2016).

2.4.1.4 NIH3T3
NIH3T3 je imortalizovana mysi embryondlni fibroblastova bunééna linie, u které

byl odhalen téméf tetraploidni karyotyp se 75 chromozomy. Tyto buiiky jsou vhodné
pro DNA transfekci a pro studium transformace (Leibiger, 2012).
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3. CILE PRACE

1. ReSerse na téma metody druhové identifikace.

2. Zavedeni metody fragmentacni analyzy DNA pro urceni druhu.
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4. EXPERIMENTALNI CAST

Cilem experimentalni Casti této diplomové prace je zavedeni a optimalizace
metody fragmentacni analyzy DNA pro urceni druhu. Dtlezitymi dil¢imi tkoly je najit
vhodné primery, zoptimalizovat multiplexni PCR a spravné¢ vyhodnotit data
fragmentacni analyzy. Optimalizaci multiplexni PCR se rozumi nastaveni spravnych
koncentraci vSech komponentti PCR reakce, ptidani riznych aditiv, upraveni teplotniho
profilu a poc¢tu cykll, aby se amplifikovalo vse potiebné a reakce tak mohla probéhnout
za optimalnich podminek. Soucasti této prace byla také izolace lidské DNA a ovéteni
metody na monoplexu.

V experimentalni ¢asti jsme vychazeli z ¢lanku: Species identification in cell
culture: A two-pronged molecular approach (Cooper, 2007). V tomto ¢lanku byl
navrzen postup pro detekci mezidruhové kontaminace. Jednd se o test multiplexni PCR,
ktery rychle identifikuje nejbéznéjsi druhy bunéénych kultur a je schopny identifikovat
kiizové kontaminace mezi témito druhy. V této metodé¢ byly produkty PCR
vizualizovany na prefabrikovanych gelech obarvenych ethidium bromidem. Cilem PCR
je oblast, Casto popisovanou jako ,oblast ¢arového kodu“, amplifikovand pomoci
univerzalni smési primert zaméfené na konzervované sekvence cytochrom c oxidazy 1.
Primery byly navrzeny tak, aby fungovaly v testu multiplexni PCR a generovaly
amplikony specifické velikosti pro kazdy vybrany druh.

Koncovkou této metody je gelova elektroforéza, kterd miize v nékterych
ptfipadech byt trochu komplikovangj$i na piesny odecet velikosti produktu. DalSim
problémem do budoucna by byla pfipadna automatizace separace.

Proto jsme se rozhodli v rdmci diplomové prace tuto metodu zésadné piepracovat
a pfevést jeji koncovku na kapilarni elektroforézu. JelikoZ se zde vyuziva detekce
pomoci fluorescencné znacenych primerl, bylo od pocatku jasné, Ze bude nutna
kompletni optimalizace metody (uzpiisobeni kompletné jiné chemii). Dalo se sice
vychézet ze sekvence primerd, jejichz specifitu jsme ovéfili v databazi pomoci
programl sady BLAST, BioEdit 5 a CloneManager. Ale bylo nutné primery naznacit

fluorescenéni znackou a optimalizovat sloZzeni multiplexni PCR a metodu separace.
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4.1 POUZITE CHEMIKALIE, PRISTROJE A OSTATNI

Gb Elite PCR Master Mix a gb BASIC PCR Master Mix (Generi Biotech)

Kit pro izolaci DNA z tkani (Generi Biotech)

PCR primery - oligonukleotidy — (Generi Biotech)

Fluorescencné znacené oligonukleotidy (Generi Biotech)

Razné druhy primer mixt (pfipravené dle uvedenych tabulek)

DNA z bunéénych linii J774, WBF, NIH3T3, MDBK, VERO, DNA izolovana z jater
vepre, lidskd DNA izolovana z bukalniho stéru, DNA tura domdaciho izolovand ze
vzorki tkang)

IWA (demineralizovana voda) - Watek

Aditiva: betain, DMSO (dimethylsulfoxid), BSA (hovézi sérovy albumin)

Centrifuga Hermle a Centrifuga BioSan LMC 3000

Real-time cyklér CFX Connect, BIO RAD

PCR cyklér T100, Bio-RAD

Sekvenator ABI PRISM 3100 Avant, ABI

Vortex, BioSan

Pipety, Spicky a mikrozkumavky, Eppendorf

Automatickeé pipety, Eppendorf

Laminarni box MB-120 - Labox

Spektrofotometr Nanodrop ND 1000, Thermo

4.2 IZOLACE DNA

Pro izolaci genomové DNA byl v této diplomové praci pouZzit komeréné dostupny
kit pro izolaci DNA z tkani (Kit for isolation of DNA from tissues-Generi Biotech),
ktery probiha na kolonce se silikagelovou membranou. Pomoci tohoto kitu jsme schopni
ziskat vysoce Cistou genomovou DNA zriznych typl lidskych ¢i zvifecich tkani a
bunécnych kultur.

Pro vzorek lidské DNA jsme vyuZili bukalni stér. Tento odbér je rychly,
bezbolestny a lze jej provadét kdekoliv. Po celou dobu je nutno dodrzovat zasady Cisté a
sterilni prace, aby nedoslo ke kontaminaci. Samotny stér se provadi za pomoci ty¢inky,
kterd je zakonCena kartdckem. Pro uspéSny odbér je vhodné piiméfenym tlakem a

krouzivym pohybem otirat sliznice obou tvafi alespont po dobu jedné minuty. Poté je
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kartacek vlozen do zkumavky zkracen tak, aby bylo mozné zkumavku uzaviit.
Zkumavku je nezbytné fadné oznacit.

Samotnd izolace DNA pomoci kitu byla snadnd a probihala jiz podle
standardizovaného a ovéfeného postupu (obr. 10). Poté byl ke vzorku do zkumavky
napipetovan pufr BLO a Proteindza K a vSe bylo fadné promichano ve vortexu. Tyto dvé
latky maji na starosti lyzu bunck, dochazi k naruSeni bunécné stény a uvolnéni obsahu
buniky, tedy i DNA. Promichany roztok byl inkubovan v termostatu podobu 1-3 h pfi
teploté¢ 56°C. Nasledné byl kartacek odstranén, pfidan pufr BL1 a promichan.
Nasledovalo opét vlozeni do termostatu na 10 minut pfi teploté 70°C. Poté je vhodné
zkumavku se vzorkem kratce stocit (3000 x g, 5 s) a pfidat ethanol, diky kterému se
DNA navdze na kolonku za specifickych podminek a opét kratce stocit. Takto
pfipraveny a fadné promichany roztok byl napipetovan na kolonku ve sbérné zkumavce
a centrifugovan (11 000 x g, 1 min). Kolonka s jiz navizanou DNA byla vlozena do
nové sbérné zkumavky a promyta pomoci dvou pufrt BL2 a BL3, které slouzily
k odstranéni necistot. Po poslednim promyti byla sbérnd zkumavka odstranéna a
kolonka byla vloZena do nové a fddné oznacené zkumavky. Na stfed zkumavky byl
pipetovan eluéni roztok BL4, ktery byl pfedem piedehiaty na 70 °C. Nasledovala
inkubace po dobu jedné minuty pii laboratorni teploté. Poslednim krokem byla opét
centrifugace. Takto jsme ziskali genomovou DNA, kterou jsme pouzivali v dalSich
¢astech experimentu.

Obdobné byla provedena izolace DNA z dalSich vzorkd (bunétné kultury,

dostupné vzorky tkani).

4.2.1 Stanoveni koncentrace ziskané genomové DNA

Koncentraci ziskané DNA jsme méfili pomoci kapkového spektrofotometru
NanoDrop 1000 UV. Jedna se o mikroobjemovy spektrofotometr umoznujici méfeni
vzorku o velmi malych objemech. Vysledna hodnota koncentrace je vyjadiena
v nanogramech na jeden mikrolitr (ng/ul).

Tento pfistroj dokaZe nejen zméfit koncentraci, ale dokaZze i za pomoci pomért

absorbanci vinovych délek provést standardni kontrolu kvality/Cistoty ziskané DNA.
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IZOLACE DNA Z TKANI - POSTUP

\1 Pfiprava vzorku
\ 1 ° 1-25 mg vzorku tkané na malé kousky
\

Predlyzaéni krok

\ 2 180 pl Buffer BLO, 25 pl Proteinasa K
2 mix

56°C,1-3h

Lyza vzorku

200 pl Buffer Bl1
- mix

70°C, 10 min

4 Pfidani ethanolu

® 210 pl ethanol (96-100%)

5.

Navazani DNA
nanést vzorek
centrifugace 1 min /11 000 x g

6.

Promyvaci krok

500 pl Buffer BL2

centrifugace 1 min /11 000 x g
600 pl Wash Buffer BL3
centrifugace 2 min /11 000 x g

/.

Eluéni krok

100 pl predehratého Buffer BL4 (70°C)
inkubace 1 min pfi lab. teploté
centrifugace 1 min /11 000 x g

Obrazek 10: Schematicky postup izolace DNA (manual izolacniho kitu - Generi
Biotech).
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4.3 NAVRH A ZNACENI PRIMERU PRO FRAGMENTACNI
ANALYZU COI

PCR je skv¢la technika, ale pokud nejsou primery spravné navrzeny, mize selhat.
Primery musi byt dostatecné¢ dlouhé, aby se mohly vazat na specifickou cast cilové
primery maji délku mezi 18 a 22 nukleotidy. Pravdépodobnost navézani pimeru na
nahodou sekvenci se snizuje se zvysovanim jeho délky. Je dobré se vyhnout tomu, aby
primery neobsahovaly tzv. palindromy, coz jsou useky DNA, které se ¢tou z obou dvou
stran stejné. V dnesni dob¢ jsou uz vyvinuté rizné pocitacové programy s cilem pomoci
pfi navrhu primert PCR (Clark, 2019).

Sekvence pouzitych primerti v multiplexnich reakcich v této diplomové praci
vychazi z pivodniho navrhu védcil z jiz zminovaného Elanku (Cooper, 2007), kde je
navrzen multiplex pro detekci 14 nej€astéji pouzivanych druhti (tabulka 2). Sekvence
vSak byla upravena a bylo provedeno znaleni tzv. forward primerd pomoci
fluorescencnich znaéek (barvivem FAM), tak aby bylo mozno fragmenty detekovat na
sekvenatoru. Spravnost ndvrhu primerd byla ovéfena v programech BLAST a
CloneMAnager, tak aby bylo dosazeno druhové specifity a aby primery v reakci
neposkytovaly nespecifické produkty vlivem komplementarity mezi sebou, piipadné
vlivem sekundérnich struktur.

My jsme méli k dispozici pouze n€ktera DNA z uvedenych Zivoc¢iSnych druhd,
konkrétné DNA z ¢loveka, vepre, mysi, kockodana, tura a krysy. Pro dal$i ovéfeni je
plénovéna ptiprava univerzalniho arteficiarniho DNA standardu, ktery by poskytoval
templat pro vSechny testované druhy. Jelikoz se nam v pribéhu diplomové préace
nepodafilo sehnat vzorky vSech testovanych druhi (pozn. zde jsme se snazili ziskat
vzorky buné&nych linii nebo tkani pochézejici ze zvifat, nicméné bud’ neuspésné, nebo
s nedostatecnou Uspé&Snosti izolace, kvality izolatu, ktera ale byla provadéna pracovniky
laboratofie).

Nase multiplexni PCR také obsahuje interni pozitivni kontrolu, to je sada primert,
ktera poskytuje PCR produkt v ptipad¢ pfitomnosti mtDNA. Pokud produkt nevznika,
bud’ vzorek neobsahuje amplifikovatelnou DNA, nebo obsahuje inhibitory PCR.
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4.3.1 Ovéreni funkénosti primert

Pro ovéteni funkénosti navrzenych primert byla provedena ovétovaci reakce, kde
jednotlivé sady primert byly amplifikovany v singlplexni PCR a separovany na
kapilarni elektroforéze.

Pro prvotni pokus byla zvolena koncentrace primeri v PCR reakci v rozsahu 100-

400 nM. Vsechny primery byly na 5 konci znaceny fluorescencni znackou FAM.

Timto pokusem jsme ovérili:
e PCR primery funguji s danym teplatem
e Separace a detekce pomoci kapilarni elektroforézy je za danych podminek
mozna

e Ovérili jsme, Ze pouzita chemie poskytuje kladny vysledek.

Z pochopitelnych divodii experiment nemohl poskytnout vyvazené vysledky,
jelikoz nebyly optimalizovany reakéni podminky. Nicméné pro prvotni ovéfeni byl
povazovan za dostaujici, jelikoz s kazdym testovanym singlplexem a odpovidajici
templatovou DNA jsme ziskali PCR produkt o¢ekavané velikosti.

Fluorofor je molekula, kterd je schopna po osviceni svétlem o urcité vinové
delce absorbovat energii zafeni a okamzit€ ji pfemeénit na emisni zafeni o delsi vinové
délce. Fluorofor byva k primeru pfipojen kovalentni vazbou a slouzi jako znacka
k detekci. Nejcastéji pouzivanym fluoroforem je pravé 6-karboxyfluorescein, tzv. FAM

(Huygens, 2006).

DalSimi kroky byla optimalizace singlplexnich reakci, kdy byly optimalizovany:
e Teplotni profil
e Slozeni PCR smési
e Koncentrace primert
e Jednoduché multiplexy — ovéfeni podminek v prostiedi multiplexu
e Test aditiv

e Stanoveni detek¢éniho limitu

VSechny tyto optimalizace probihaly iteracn¢, ale pro pifehlednost jsou zde

rozdéleny v nasledujicich kapitolach do jednotlivych celkt.
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Finalni slozeni multiplexni PCR je vzdy urCitym kompromisem, protoze nikdy

nelze vyhovét vSem jednotlivym pozadavkim kazdého systému.

Tabulka 2: Tabulka primeru a ocekdavanych velikosti fragmentii pro fragmentacni COI
analyzu (GeneriBiotech). IC = interni kontrola. Viechny forward primery jsou znaceny
na 5 ‘ konci flourescencni znackou FAM.

velikost
amplikonu druh nazev sekvence

460 vepi | Sus-F CTACTATCCCTGCCAGTT
Sus-R GAATAGGAAGATGAAGCCC

391 ¢lovék |Homo-F TAGACATCGTACTACACGACACG
Homo-R TCCAGGTTTATGGAGGGTTC

341 kocka | Felis-F TATTGCCATTCCTACCGGGGTG
Felis-R ACGTTATATTGACTCCTACAAACATAATC

315 kifecek | Cricetulus-F | ACTAACCCGCTTCTTCGCATTC
Cricetulus-R | GCGTAGGCGAACGGAAGTATC

287 makak | Macaca-F CCCACCCAGTTCAACTAAGC
Macaca-R | AATGGTGAAGGATGGGTCG

267 ovce | Ovis-F CGATACACGGGCTTACTTCAGG
Ovis-R AAATACAGCTCCTATTGATAAT

243 kan Equus-F CTGCCCTAAGCCTCCTAAT

Equus-R AGAAGTAGGAATGATGGGGG

222 kockodan | Ceratop-F CTTCTTTCCTGCTGCTAATG
Ceratop-R | TTTGATACTGGGATATGGCG

196 krysa Rattus-F CGGCCACCCAGAAGTGTACATC
Rattus-R GGCTCGGGTGTCTACATCTAGG

172 pes Canis-F GAACTAGGTCAGCCCGGTACTT
Canis-R TTCGGGGGAATGCCATGTC

150 mys Mus-F ATTACAGCCGTACGCTCCTAT
Mus-R CCCAAAGAATCAGAACAGATGC

136 kralik | Orynt-F CGCCTATACAATATGAAATACTGTT
Orynt-R TGTGGTTGTTAGTTCAATAGTCT

117 koza Capra-F ATATCAATCGGGTTTCTAGGATTTATT
Capra-R AGTTGGGATAGCGATAATTATGGTAGT

102 tur Bos-F GCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTC
Bos-R GAAAATAAAGCCTAGGGCTCAC

70 IC IC-F CGGGGAATYAGGGTTCGATTC
IC-R GCCTGCTGCCTTCCTTCCTTKGATG
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4.3.2 Primer mix

Do PCR reakci nebyly primery pfidavany jako jednotlivé komponenty, ale jako

natfedéné smési primerti — primer mix. Bud’ pfipravené pro jeden systém (tedy jeden par

primeril) nebo pfipravené pro razné slozit¢ multiplexy. V nasledujici tabulce uvadime

sekvence jako piiklad vychoziho primer mixu a zpiisob jeho ptipravy, kdy primer mix

se pripravoval 5,25x koncentrovany vzhledem ktomu, Ze dojde k jeho nafedéni

v reakéni smési (viz nasledujici kapitola).

Tabulka 3: Zpiisob pripravy vychoziho primer mixu, ktery jsme pouzili k pocatecnimu
oveéreni metody.

zasobni objem | pipetovany
koncentrace 5,25x obou |objem

druh/PCR primeru koncentrovany redit primera | kaZidého
systém (nM) primer (nM) (xkrat) (ul primeru (pl)
vepr 100000 1050 95,238 21 10,5
clovék 100000 525 190,48 10,5 5,25
kocka 100000 1050 95,238 21 10,5
kfecek 100000 1050 95,238 21 10,5
makak 100000 2100 47,619 42 21
ovce 100000 1050 95,238 21 10,5
kan 100000 1050 95,238 21 10,5
kockodan 100000 2100 47,619 42 21
krysa 100000 525 190,48 10,5 5,25
pes 100000 1050 95,238 21 10,5
mys 100000 735 136,05 14,7 7,35
kralik 100000 1050 95,238 21 10,5
koza 100000 1050 95,238 21 10,5
tur 100000 1050 95,238 21 10,5
IC 100000 210 476,19 4,2 2,1
Voda 687,1

Na nasledujici strance se nachazi jeden z moznych nahledi srovnani, kam

nasedaji primery konkrétné¢ u mtDNA vepfe.
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Sus scrofa mitochondrion,
Suz FW
Suz Rewl

Sus scrofa mitochondrion,
Suz FW
Suz Rewl

Sus scrofa mitochondrion,
Suz_FW
Suz_Rewl

Sus scrofa mitochondrion,
Sus EFW

Suz_Rewl

Sus scrofa mitochondrion,
Sus EFW

Suz_Rewl

Sus scrofa mitochondrion,
Sus EFW

Suz_Rewl

Sus scrofa mitochondrion,
Sus_FW
Sus_Rewl
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tgttoctgatitttoggacacococagaagtatacattotoatcttaccaggattocggaataat ctcocacat

T230 T300 T310 T320 7330 T340 T350

tgtazacctactattocaggtazazsaagaaccatttggatatataggoatagtatgegeocataatgtcoatt

T30 T3T0 T380 7330 T400 7410 T420
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goacggoggoaatattasatgeatocaccogeaatactatgegotctgggeot toatottoctattcacegta

GGGCTTCATCTTCCTATTC

Obrazek 11: Ukdzka mista nasednuti primeriit u mtDNA vepre.
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4.4 OPTIMALIZACE SLOZENI REAKCNI SMESI

4.4.1 SloZeni reak¢ni smési
Jako vychozi slozeni reak¢ni smési jsme pouzili komeréni PCR master mix, ktery
obsahuje vSe potfebné krom¢ primerti a templatu. Primery byly ptfidavany v podobé
primeru mixu, kdy koncentrace primert byla nastavena dle pozadovanych podminek.
Posledni komponenta byla izolovand DNA, které se ptfidavalo mnozstvi

odpovidajici piiblizn€ 2 ng, pokud nebylo cilem reakce jind koncentrace.

Vychozi slozeni PCR reakce

Gb Elite PCR Master Mix 9,19 ul

Primer mix 3,81 ul

DNA 2,3 ul

Voda doplnit do 20 pl

V nasSich experimentech jsme tedy pouzivali master mixy, jez byly komercné
vyrabény firmou Generi Biotech. Konkrétné se jedna o gb Elite PCR Master Mix a gb
BASIC PCR Master Mix. Tyto master mixy byly jiZ ovéfené a obsahovaly vSechny
potiebné komponenty pro PCR reakci, a proto je nebylo potfeba optimalizovat. Skladaji
se z Tag DNA polymerazy, reakéniho pufru, DTP, MgCl, a aditiv zabranujici inhibici
PCR reakce. Je vhodny pro pouziti k PCR nebo real-time PCR v kombinaci
s fluorescencné znacenymi sondami (Generi Biotech).

Jednotlivé primery byly taktéZ dodany firmou Generi Biotech.

Vhodné slozeni a pomér reakéni smési jsou velice dulezitymi parametry PCR
reakce. Napf. vysoké mnoZstvi templatové DNA muze zkreslovat finalni vysledky.
Pokud je templatové DNA ve vzorku mnoho, mlize dochazet k inhibici produktii PCR a
pokud je templatové DNA malo, mize dojit ke snizeni kvantity produkti (Generi
Biotech).

V nasi praci byly vyzkouSeny celkem dva master mixy, prvnim z nich a Cast&ji
vyuzivanym byl gbElite PCR Master Mix. Druhym vyzkousenym master mixem byl gb
BASIC PCR Master Mix. gb Elite PCR Master Mix je vhodny pro pouziti v PCR nebo
real-time PCR v kombinaci s fluorescencné zna¢enymi sondami. Je vhodny pro aplikace
vyzadujici vysokou citlivost a efektivitu. Jeho vyhodou je zvySena odolnost proti PCR

inhibitoriim. gb BASIC PCR Master Mix je vhodny ptfedev§im pro end-point PCR
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analyzu, jeho vyhodou je zvySena odolnost proti PCR inhibitorim. Dalsi vyhodou je
také jeho cena (Generi Biotech).

Jako vhodné;jsi se v naSich experimentech ukazal gb Elite PCR Master Mix, ktery
v multiplexnich reakcich poskytoval oproti levnéjsimu gb BASIC PCR Master Mix

lepsi vysledky, coz je urcité zptisobeno jeho slozenim, které je i dle vyrobce vhodné;jsi

vvvvvv

4.4.2 Objem reakce
Pocateni objem reakce byl 20 ul. Dle zkuSenosti laboratoie lze multiplexni
reakce provadét i v objemech 3 pl, coz se zda témet neuveétitelné (interni sdéleni). Tato
praxe je léty ovétrena a Setfi pomérné drahou komer¢ni chemii prave forenznich kiti.
My jsme zkusili zmensSit objem reakce na 10 ul, jelikoz pro dalsi zpracovani se
vyuziva pouze 0,5 pl a tedy 95 % vzorku zlstava pro reanalyzu a posléze je vyhozeno.
Reak¢éni objem 10 pl poskytoval srovnatelné vysledky jako 20 pl. Dalsi
zmenSovani objemu by jiz plsobilo komplikace pii pipetovani a mohlo by vnaset dalsi

negativni vlivy, proto jsme se spokojili s timto polovi¢nim snizenim.

Optimalizovany objem reakce
Reakéni smés:

gbElite PCR Master Mix 3,06 pl

Primer mix 1,27 ul
DNA mix 23
Voda doplnit do 10 pul

4.5 KONCENTRACE TEMPLATOVE DNA

Koncentrace templatové DNA mize vyrazné ovlivnit pribéh reakce. Abychom
dosahli optimalnich podminek, zkouSeli jsme riizné kombinace reak¢nich slozek a rizna
fedéni templatové DNA (Butler, 2010).

Testovali jsme rozsah, ktery byl blizko od oc¢ekavané hodnoty (1-2 ng na reakci)
vzdalen 2x. Pokud by metoda fungovala ve vSech testovanych koncentracich, byla by 1
do urcité miry robustni a nebyla by pfili$ citliva na vstupni mnozstvi DNA, coz mtize
byt dilezité napt. u forenznich vzorkl. V ptipadé detekce kontaminace bunécéné linie se
da ocekavat dostatecné mnozstvi DNA, ale je otazkou, jak velké mnozstvi bude

kontaminujici slozky. Proto byl proveden i1 experiment popsany v bodu 4.5.1.
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Jako nejvhodnéjsi se po provedeni experimentd jevila koncentrace DNA 0,25
ng/ul, tedy piiblizné¢ 1 ng DNA v reakci. Coz je i ve shod¢ napt. s forenznimi kity
AmpFLSTR™ od firmy Thermo (Thermofisher).

Nicméné metoda je schopna detekovat i nizs§i koncentrace, coz je pro detekci

kontaminaci dilezité. Viz nasledujici odstavec.

4.5.1 Detek¢ni limit
byt danou metodou detekovana (Kim, 2019).

V nasem piipadé jsme pouzili smésnou i jednotlivou templatovou DNA pro vepfe,
¢lovéka, kockodana, tura a krysu. Vychozi koncentrace jednotlivych DNA templati

byly 0,25 ng/ul, které byly nésledné fedény podle tabulky 4.

Tabulka 4: Postup pro redeni templdtové DNA ke zjisteni detekcniho limitu.

fedéni templatové DNA
koncentrace mnoistvi

redéni (pg/ul) v reakci (pg)
1x 250 575
5x 50 115
25x 10 23
125x 2 4,6
625x 0,4 0,9
3125x 0,08 0,2

U vSech jednotlivych templatovych DNA jsme ziskali signal i pro nejnizsi fedéni.

Ve smésném vzorku templatové DNA jsme zachytili pro vSechny pouZzité

cv v
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4.6 OPTIMALIZACE TEPLOTNIHO PROFILU

4.6.1 Teplotni profil

Pro ivodni reakci PCR jsme vychézeli z teplotni profilu uvedeného v tabulce 5.
Prvnim krokem byla faze denaturacni, ktera probihala pti 95 °C po dobu 5 minut. Pii ni
doslo k rozpadnuti vodikovych mustkti mezi vldkny DNA a k jejimu rozdéleni. Druhym
krokem byl tzv. annealing, jez probihal pfi teplot¢ 60 °C. Béhem tohoto procesu
nasedaly primery na specifickd mista DNA. Cely tento proces m¢l 45 cykla. Poslednim
krokem byla faze elongacni, pro kterou byla zvolena teplota 72 °C a doba 7 minut. Pti

ni doslo k dosyntetizovani vzniklych fetézci.

Tabulka 5: Pocatecni teplotni profil (Generi Biotech,).

pocatecni teplotni profil

95 °C 5 min

95°C 30s 45x
60 °C 15s

72°C 30s

72 °C 7 min

12 °C ad finitum

Spravna optimalizace teplotniho profilu je taktéz velice dilezitd, aby doslo ke
spravné amplifikaci. Pro kazdou ze tii fazi (denaturace, annealing a elongace) PCR
reakce je vhodnd jina teplota. Zalezi na druhu pouziti primerii. Primery do PCR reakce
davame vzdy po dvojicich, médme tzv. forward primer, ktery znac¢ime ,,F‘ a reverse
primer, ktery zna¢ime ,,R*“. Primery pfi amplifikaci nasedaji na DNA komplementarné.
Pii annealingu je zvIast' dilezité zvolit vhodnou teplotu, nebot pii ptili§ nizké teploté
mohou nasedat primery 1 na sekvence, k nimz jsou komplementarni jen z ¢asti a vytvari
pak nespecifické produkty, které jsou nezaddouci. Naopak piili§ vysoka teplota brani
primertim nasednuti na DNA a produktu se vytvoii malé mnoZzstvi. Béhem posledni faze
PCR dochazi k navazani volnych nukleotidii a syntéze novych fetézct. ProdluZzovani
fetézce probiha nejcCastéji pii teplotach 65-75 °C. Pocet cykli se pohybuje okolo 40
opakovani. Po urcCité dobé¢ vSak doje k vycerpani reakénich komponent a zastavi se
syntetizace novych vlaken (Generi Biotech).

V nasi experimentalni praci jsme nejprve pouzili teplotni profil, ktery je uvedeny

v tabulce 5.
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Soucasné s optimalizaci teplotniho profilu jsme museli zacit i s optimalizaci
koncentraci DNA templatl a primerda.

Nejprve jsme snizili teplotu uplné posledniho kroku z 12 °C na 8 °C, coz nema
vliv na PCR reakci, jednd se spiSe o kosmetickou upravu. Nasledovalo sniZeni
celkového poctu cykla ze 45 na 40, nebot’ jsme ziskavali zbyte¢n€ vysoké vytézky PCR
produktu i pfesto, Ze dochazelo soucasné k optimalizacim koncentrace DNA. Vysoké
vytézky se projevovaly jako pfili§ vysoké piky na elektroforeogramu a komplikovaly
spravnou separaci DNA fragmentl. VéEtsi fedéni PCR reakce se nam nezdalo vhodné,
nebot’ by mohlo dochazet ke ztrat¢ slabsich piki, ptipadné k chybé fedéni.

Stale jsme ale v odezvé ziskavali balastni piky. To bylo dano vysokym signalem,
proto jsme jesSté sniZili celkovy pocet cykll az na 35, aby nadm nevznikalo tolik PCR
produktu. Tim se ndm povedlo eliminovat vSechny balastni piky. U multiplexnich PCR
reakci, kde jsme zkouseli fedit templatovou DNA, jsme museli cykly zase opét navysit
na 40, protoze jsme zacali ztracet signaly pro nékterou DNA. To je nejspiSe dano
kompetici jednotlivych systémi a limitniho mnoZstvi polymerdzy. Dalsi optimalizace
byly provedeny, tak aby byl ziskan, co nejoptimalnéjsi signdl bez balastnich pika a aby
reakce probihala v uspokojivém case.

Po optimalizaci podminek reakce (odzkouSeno na monoplexech i multiplexech)

jsme ziskali vysledny teplotni profil.

Tabulka 6: Vysledny teplotni profil.

vysledny teplotni profil
95°C 5 min

95°C 30s 35x
60°C 15s

72°C 30s

72°C 7 min

8°C ad finitum

4.7 PCR REAKCE

Nejzasadnéjsi slozkou multiplexni reakce je asi mnozstvi primerti. Béhem naseho

experimentu jsme zkousSeli rizna sloZeni primer mix{. Primer mixy obsahovaly dvojice

vvvvvv

kombinace primerii pro 2-6 systémil (jednoduché multiplexy) az po slozity multiplex 15

sad primerl vCetné interni kontroly.
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Zkouseli jsme ruzné kombinace a riizné koncentrace. NejvhodnéjSim primer
mixem byl FPM3, jehoz slozeni je uvedeno v kapitole 5.7 Finalni sloZeni reakéni smési.

Jelikoz metoda je primarn¢ urena pro detekci kontaminace v bunécnych
kulturach, neptedpoklada se slozitd smés templatové DNA. Ocekavame smes
maximaln¢ 2-3 druh@. Proto ani my jsme nikdy nepouzili smés DNA pro vSechny
druhy.

Pokud v multiplexni PCR néktery systém poskytoval niz§i pik v porovnani
s ostatnimi systémy, bylo potfeba vétSinou navysit koncentraci primeru (to je nejcastéjsi
u systému, které poskytuji delsi PCR produkt), ptipadne lehce (10 s) prodlouzit
elongacni fazi PCR.

Ale 1 pokud smés obsahovala mix 6 druhd, poskytoval vysledny mix vysledky

srovnatelné s monoplexnimi reakcemi.

4.7.1 Piiklady pouzivanych primer mixi
V této kapitole jsou uvedeny nckteré piiklady primer mixa. V ptikladech je
zahrnut jak primer mix pouzivany v monoplexu (primer mix 1), tak i primer mix

pouzivany v multiplexu (FPM1, FPM2).

Tabulka 7: Priklad primer mixu obsahujici jednu dvojici primerii urcen pro monoplexni
PCR pro templatovou DNA cloveka.

primer mix 1
druh nazev koncentrace primeru (uM)
¢lovék |Homo-F 100

Homo-R 100

Tabulka 8: Priklad primer mixu obsahujici kombinaci primerii pro 4 systémy urcen

k multiplexni PCR.
FPM1
koncentrace v primer | koncentrace v reakci
druh nazev mixu (nM) (nM)
kockodan | Ceratrop-F 300 57,1
Ceratrop-R 300 57,1
tur Bos-F 300 57,1
Bos-R 300 57,1
mys Mus-F 300 57,1
Mus-R 300 57,1
krysa Rattus-F 300 57,1
Rattus-R 300 57,1
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Tabulka 9: Priklad primer mixu obsahujici kombinaci primerii pro 7 systémii urcen

k multiplexni PCR.
FPM2
koncentrace v primer koncentrace v reakci
druh nazev mixu (nM) (nM)
kockodan | Ceratrop-F 171,4 32,7
Ceratrop-R 171,4 32,7
tur Bos-F 171,4 32,7
Bos-R 171,4 32,7
mys Mus-F 171,4 32,7
Mus-R 171,4 32,7
krysa Rattus-F 171,4 32,7
Rattus-R 171,4 32,7
IC IC-F 171,4 32,7
IC-R 171,4 32,7
vepr Sus-F 171,4 32,7
Sus-R 171,4 32,7
clovék Homo-F 75 14,3
Homo-R 75 14,3

4.8 ANALYZA PCR PRODUKTU

Vyslednym produktem PCR reakce jsou amplikony o rtizné délce charakteristické
pro urCity druh. Amplikony byly na zidkladé své délky rozdéleny na sekvendtoru
fungujicim na principu kapilarni elektroforézy. Na analyzu bylo vzdy spotiebovano 9,5
ul vzorku, z ¢ehoz 0,5 pl tvofil samotny produkt PCR a 9 pl tvoftil LIZ, coz je vysoce
deionizovany dimethylformamid a DNA fluorescen¢ni standard. Namétend data byla
zaznamenana do pocitace, pomoci téchto dat a ziskaného elektroforeogramu jsme byli
schopni srovnanim s referenénimi profily urcit, o jaké DNA se jednalo a odhalit

pfipadné kontaminace.

4.9 PCR SMISENYCH VZORKU

V této praci jsme také zkouseli analyzovat smiSené vzorky. Zkouseli jsme smés
ruznych druhii o stejné koncentraci (viz tabulka 10), kde se ndm povedlo detekovat
vSechny templatové DNA ve smési (vepf, ¢lovek, kockodan, tur, mys). Dal§im

ptfikladem smési je napf. smés mysi bunééné linie NIH3T3 a linie WBF. Tento vzorek
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byl analyzovén za G¢elem vyhodnoceni schopnosti multiplexni PCR detekovat i stopova

mnozstvi cizi DNA. Bunééna linie WBF zde vystupovala jako kontaminant.

Tabulka 10: Priprava finalni smési DNA.

DNA mix 1

druh ¢ (ng/ul) | c finalni (ng/pl) |V pipetovany (pl)
vepr 31,4 0,25 1,8
¢lovék 25 0,25 2,3
kockodan 26 0,25 2,2

tur 14 0,25 4,1

mys 10,2 0,25 5,6

voda 213,9

4.10 VLIV ADITIV NA PCR REAKCI
Abychom zvysili specifitu reakce a kvantitu vysledného produktu, ptidali jsme do

reakéni smési aditiva. Pouzili jsme tii riznd aditiva: betain, DMSO a BSA. DalSim
pfinosnym ucelem aditiv je napomoci funkci DNA polymerazy.

Betain (trimethylglycin) jsme v nasich PCR reakcich pouzili v koncentracich 0,5
M az 3,75 M. Jeho hlavnim tc¢inkem je sniZovani teploty tani nukleovych kyselin,
pomaha k oddélovani fetézcti DNA a ma termostabilizacni efekt na DNA polymerazu.

DMSO byl do reakce piidavan v rozmezi 1-10 %. Vyplaci se u sekvenci bohatych
na G a C nukleotidy. Rusi vodikové vazby a diky tomu redukuje vznik sekundarnich
struktur templatu.

Schopnosti BSA aditiva je neutralizovat inhibitory polymerazy, mezi které patii
napf. hemin, melanin nebo ionty zeleza. V piivodnim master mixu gb Elite PCR Master
Mix jiZz obsazen je, navySenim jeho koncentrace jsme se snaZzili snizit inhibici DNA

polymerazy a zvysit kvantitu ziskanych produkta.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

V této kapitole budou shrnuty vSechny vysledky a ziskané poznatky. Na zavér
bude vybrana metoda, kterd se nam nejvice osvédcCila a kterou by bylo mozné dale

rozvijet.

5.1 NAVRH A ZNACENI PRIMERU PRO FRAGMENTACNI
ANALYZU COI

Pouzivali jsme tyto druhy primera, ze kterych jsme vytvaieli rizné primer mixy.

Tabulka 11: Pouzivané primery v pritbéhu experimentalni prace.(F).forward primery
(znacené). (R): reverse primery (neznacené).

velikost
amplikonu druh nazev kod primery
460 vepf Sus-F 1123G4 | CTACTATCCCTGCCAGTT
Sus-R 1123H9 | GAATAGGAAGATGAAGCCC
391 Clovék |Homo-F 1123G5 | TAGACATCGTACTACACGACACG

Homo-R 112310 | TCCAGGTTTATGGAGGGTTC
222 kockodan | Ceratop-F |1123H1 |CTTCTTTCCTGCTGCTAATG
Ceratop-R | 112316 | TTTGATACTGGGATATGGCG

196 potkan | Rattus-F 1123H2 | CGGCCACCCAGAAGTGTACATC
Rattus-R 112317 | GGCTCGGGTGTCTACATCTAGG
150 mys Mus-F 1123H4 | ATTACAGCCGTACGCTCCTAT
Mus-R 112319 | CCCAAAGAATCAGAACAGATGC
102 tur Bos-F 1123H7 | GCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTC
Bos-R 1123J2 | GAAAATAAAGCCTAGGGCTCAC
70 IC IC-F 1123H8 | CGGGGAATYAGGGTTCGATTC
IC-R 1123J3 | GCCTGCTGCCTTCCTTCCTTKGATG
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5.2 OPTIMALIZACE SLOZENI REAKCNI SMESI

V naSem experimentu jsme vychazeli z ptivodni studie a pocatecni reak¢éni smés méla
takové slozenti, jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.4 Optimalizace slozeni reakéni smési. Zjistili
jsme, ze pomér byl zvoleny spravné, nicméné nam zistavalo zbyte¢né mnoho odpadu, coz
z ekonomického hlediska nebylo idedlni, proto jsme mnozstvi reak¢nich slozek snizili.
Vysledné slozeni reak¢ni smési je tedy:

Gb Elite PCR Master Mix 3,06 ul

Primer mix 1,27 ul
DNA 2,3 ul
Voda do 10 pl.

Prvnim pokusem bylo fedéni templatové DNA a tim tedy zjistovani, jak moc je metoda
citliva. Redéni probihalo podle vyse zminéné tabulky 4. Viechna vyzkousend fedéni davala
byli schopni detekovat, byla koncentrace 0,08 pg/ul, coz je neuvéfitelné nizka koncentrace.
Metoda je tedy velice citliva a dokaze zachytit jiz stopové mnozstvi DNA. Abychom vsak
ziskavali produkty o vhodné vysledné kvantité, zlstali jsme u fedéni templatové DNA na

ptibliznou koncentraci 0,25 ng/pl.
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Obrazek 12: Srovnani elektroforeogramii multiplexni PCR nejvyssiho (A) a nejnizsiho (B)
redeni templatové DNA (mix tur, mys, krysa, clovek, vepr).

Také jsme zkouseli pouziti dvou master mixti, prvnim z nich byl gb Elite PCR Master

Mix a druhym gb BASIC Master Mix. Zadny rozdil nebyl znatelny, zistali jsme tedy u
ptuvodniho gb Elite Master Mix, ktery by mél byt vhodné&;jsi pro komplexni matrice.
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5.3 OPTIMALIZACE TEPLOTNIHO PROFILU

Pro tvodni reakce jsme vyuzili teplotni profil, ktery byl jiz pfednastaven a vychazi
z pivodniho zminovaného c¢lanku. Bohuzel jsme narazili na situace, kdy nam metoda
nechodila vitbec. Nebo jsme ziskavali enormni piky a vysledné produkty PCR se tak nedaly
spravn¢ kvantifikovat. U mnoho pokusti nam také vznikaly balastni piky. To vSe bylo potieba
eliminovat, a také jsme ziskavali ptilis vysoky signal. Nasledovalo tedy snizeni poctu cykla
ze 45 na 40, aby nam nevznikalo tolik PCR produktu. A protoze metoda je skutecné velmi
citliva, dokazali jsme detekovat templatovou DNA o koncentraci pouze 0,08 pg/ul, zkusili
jsme snizit pocet cykld na 35.

Provadéli jsme také prodluzovéni elongacniho casu z 30 na 45 sekund, to ovSem

neposkytlo rozdilné vysledky, vratili jsme se proto k ptivodnimu.

Tabulka 12: Vysledny teplotni profil.

Vysledny teplotni profil
95°C 5 min

95°C 30s 35x
60°C 15s

72°C 30s

72°C 7 min

8°C ad finitum

U multiplexnich PCR reakci, kde jsme zkousSeli fedit templatovou DNA, jsme museli

cykly zase opét navysit na 40, protoze jsme zacali ztracet signaly pro veptrové a lidské DNA.

5.4 PCR REAKCE

Uvodni PCR reakce byla multiplexni PCR, ovéfovali jsme, zda metoda vibec funguje.
K ovéteni jsme pouzili dvé templatové DNA, mysi a lidskou. Pro obé DNA jsme zkusili 2
koncentrace, prvni koncentrace byla 2 ng/ul a druhd 4 ng/pl. Déle jsme pouzili gb Elite
Master Mix a mix vSech dvojic primera. Zjistili jsme, Ze metoda funguje, ale je potieba ji

optimalizovat. Ziskali jsme tyto vysledky:
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Obrazek 13: Vysledky prvniho testu fragmentacni analyzy COIL (A) pro mysi DNA. (B) pro
lidskou DNA. Ziskana velikost amplikonu pro mysi DNA 147 bp a pro lidskou DNA 389 bp.
Prvni pik je IC o velikosti 70 bp.

5.5 PCR SMISENYCH VZORKU

Jak jiz bylo zminéno, metoda PCR je velice citlivd. Pomoci ni dokdZeme detekovat 1
velmi malé mnozstvi DNA. To se nam povedlo ovéfit i v analyze smiSenych vzorkt. Kdy
jsme méli k dispozici smes mysi bunécéné linie NIH3T3 a linie WBF, kde buné¢na linie WBF
vystupovala jako kontaminant. Povedlo se ndm detekovat obé DNA. Amplikon pro mysi

DNA mé¢l velikost 146 bp a pro krysi DNA mél velikost 194 bp.

|?D19—UE-D'Q CO4 Run na3100 2019-05-08 12-44 8444 W2 fsa w2 FACOX | |
[ FACOX ]
1] 100 200 300 400 500
GE00
4400
2200
0 r
Acded Added Added
Ic mouse raf

Obrazek 14: Vysledek fragmentacni analyzy smiseného vzorku bunécné linie NIH3T3 a linie
WBF.

Dale byly zkouSeny komplexni smési (viz napf. limit detekce), kde bylo pouZito vice

riznych templatovych DNA o stejnych koncentracich.
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5.6 VLIV ADITIV NA PCR REAKCI

Testovali jsme tii rizna aditiva: DMSO, betain a BSA. Zadné z téchto aditiv nemélo
zasadni vliv na prub¢h reakce, a proto ve findlnim slozeni reakéni smési neni obsazeno.
Pokud bychom vsak i tak méli vybrat nejvhodnéjsi aditivum pro nasi vyslednou multiplexni

PCR reakci, vybrali bychom DMSO. Nejlepsiho vysledku jsme doséhli pii ptidavku 0,1 pl

10% DMSO, coz ¢ini 13 % DMSO v reakci.

5.7 FINALNI SLOZENI PCR REAKCE

V této kapitole je uvedeno optimalni a finalni slozeni PCR reakce a jeji vysledky.

Metodu se nam povedlo zavést a byla odzkouSena jako multiplexni PCR s mixem DNA

templatt.

5.7.1 Primer mix:

Tabulka 13: Finalni sloZeni primer mixu (FPM3).

koncentrace | koncentrace
v primer v reakci
druh nazev mixu (nM) | (nM)
vepr Sus-F 1050 200
Sus-R 1050 200
Clovék Homo-F 525 100
Homor-R 525 100
kockodan | Ceratop-F 525 100
Ceratop-R 525 100
krysa Rattus-F 525 100
Rattus-R 525 100
mys Mus-F 525 100
Mus-R 525 100
tur Bos-F 525 100
Bos-R 525 100
IC IC-F 525 100
IC-R 525 100
Voda

5.7.2 Reakéni smés:

3,06 ul gb Elite PCR Master Mix

1,27 pl primer mix

2,3 ul DNA

3,37 ul voda
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5.7.3 Teplotni profil:

Tabulka 14: Vysledny teplotni profil.

Vysledny teplotni profil
95°C 5 min
95°C 30s 35x
60°C 15s
72°C 30s
72°C 7 min
8°C ad finitum
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Obrazek 15: Vysledny elektroforeogram zaverecné fragmentacni analyzy pro multiplexni
PCR, kde se povedlo detekovat vsechny templatové DNA, tj. DNA pro vepre, mys, krysu,
kockodana, tura a clovéeka. IC=interni kontrola.

Véfim, Ze tento experiment byl velice pfinosny a tato metoda bude moci byt hojné
vyuzivana v mnoha oborech, nebot’ kontaminace vzorkll v rGznych zatfizenich je béZznou
soucasti.

Bylo dokézano, Ze k michani nebo kontaminaci buné¢nych linii v laboratotich dochazi
hodn¢ Casto (18-30 %). Bohuzel kontaminace je pro laboratofe velmi nezddouci a pouhym
okem neni ve vét$ing ptipadi detekovatelnd. Je proto vyZadovan laboratorni test (Das, 2019).
A pravé jeden z moznych testd se ndm v této diplomové praci povedlo zavést a optimalizovat.

Hlavni vyhodou této multiplexni PCR je rychlost, jednoduchost a spolehlivost. Na
rozdil napt. od gelové elektroforézy, kterd je ¢asoveé narocna a lze v jedné reakci identifikovat
malé mnozstvi vzorkl. K rychlé detekci vice mikroorganismii v jedné reakci je nutna
soucasnd amplifikace vice nez jednoho lokusu a to ndm pravé umoziuje jiz zminovana
multiplexni PCR, ve které je n€kolik specifickych sad primeri spojeno do jednoho testu PCR
(Settanni, 2007).
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6. ZAVER

Zavedeni detek¢éni metody pro analyzu smésnych vzorkl, obsahujicich DNA riznych
druhti se ndm podafilo. Metoda je primarn€ uréena pro analyzu kontaminace buné¢nych linii,
kde vstupni materidl obsahuje pomérné dobife charakterizovatelnou matrici, ale
pravdépodobné by se dala vyuzit i pro analyzy jinych materiali. Urcit¢ by nasla uplatnéni 1
v potravinafstvi, kdy je obCas nutné analyzovat slozeni napt. mletych mas. Jestli skutecné
obsahuje hovézi maso nebo naopak neobsahuje veprové, coz zase muze vadit uréitym
skupindm osob.

Optimalizace o pfevedeni metody pro separaci na kapilarni elektroforézu prob¢hla
zdarn€é, nicmén¢ v prabéhu diplomové prace se nam nepodatfilo opatfit vSechny realné
reprezentativni vzorky vSech potencidlné testovatelnych druhi. U této prace bude jesté
potfeba provést v nasledujicich letech ovéfeni s redlnymi vzorky, pfipadné piipravit umély
DNA standard, ktery by ovéfil cely multiplex.

Metoda je rychld, relativné levnd a jeji kapacita je zavislad pfedev$im na pfistrojovém
vybaveni, nebot’ ji l1ze pomérné jednoduse automatizovat. Kapacita sekvenatorti se pohybuje
ve stovkach vzorkli denné, podobné tedy 1 kapacita PCR cykléri. Jedinou slabinou zlstava
izolace DNA, kterd je povétSinou stdle provadéna rucné nebo na automatech s nizkou
kapacitou vzorkti. Nizky detekéni limit reakce je vyborny pro detekce kontaminaci
v pfitomnosti nadbytku jiné DNA. Coz vyvinutd metoda spliiuje. Dale metoda umoziuje
multiplexni detekci smiSenych vzorkl, kdy se nam podafilo detekovat 6 riznych templati
soucasn¢.

V¢étim, Ze tato metoda bude pfinosnd nejen pro laboratofe Generi Biotech, ale najde

uplatnéni 1 v jinych laboratofich.
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