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ANOTACE

Tato prace se zaméfuje na problematiku autentizace mysich buné¢nych linii. Popisuje vyuziti
bunéénych linii a metody autentizace non-human bunéénych linii. V experimentalni ¢asti .

se zabyva optimalizaci multiplexni PCR reakce.

KLIiCOVA SLOVA

Autentizace, non-human bunécné linie, STR analyza, multiplexni PCR, kratké tandemové

repetice

TITLE

Mouse Cell Lines Authentication - STR

ANNOTATION

This work focuses on the problematics of authentication of mouse cell lines. Describes the
use of cell lines and basic methods of non-human cell lines authentication. The final section

deals with optimization multiplex PCR assay condition.

KEYWORDS

Authentication, non-human cell lines, STR analysis, multiplex PCR, short tandem repeat
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UVOD

Bunécéné linie jsou v soucasnosti efektivnim nastrojem pro studium bunécnych
mechanismi a maji Siroké vyuziti jako modelové systémy V biomedicinském vyzkumu.
Problémem je ovSem nedostate¢na kontrola kvality bunéénych linii. Nasledkem jsou zdmény
bunécnych linii nebo jejich kontaminace. Pouziti kontaminovanych linii nebo zaméné lze
snadno predejit autentizaci - ovéfenim identity dané linie. Autentizace bunécnych linii by
meéla byt rutinnim postupem. Pouzivani neovéfenych bunéénych linii totiz predstavuje

rozsahly problém, ktery vede k zavadéjicim vysledkiim vyzkumt.

V soucasnosti jiz mame k dispozici fadu G€innych metod, jimiz lze ovéfit identitu
bunééné linie. Pro lidské bunééné linie je nejvhodnéjsi metodou STR analyza. Non-human
bun&éné linie ale vyzaduji jiny pfistup. Casto pochazeji z geneticky homogennich
laboratornich jedincii, u kterych je vysoka mira ptibuzenského kiizeni. Bézné techniky pak
nemusi spolehlivé rozeznat bunécné linie odvozené od jedinct stejného inbredniho kmene.
Problémem u autentizace non-human bunécnych linii je také fakt, ze nejsou k dispozici

komplexni databaze a komercni kity pro vSechny druhy.

Cilem této prace je v teoretické Casti zdlraznit vyznam autentizace, popsat metody
autentizace a rozdily mezi autentizaci lidskych a non-human bunéénych linii. Tato prace tak
plynule navazuje na pfedchozi bakaldiskou praci Autentizace non-human bunécnych linii.
Hlavni zaméteni prace je ovSem na mys$i bunécné linie, jejichZ autentizace je problematicka,

jelikoz vétSina mysich linii pochazi z inbrednich kmend.

Cilem této prace je vyvoj metody autentizace mySich bunénych linii na bazi
multiplexniho STR testu, ktery by poskytoval unikatni profily a umoZiioval snadnou
a efektivni autentizaci. Néplni experimentalni ¢asti je proto zavedeni multiplexni PCR STR
analyzy pro mysi buné¢né linie a optimalizace této metody tak, aby mohla mit skutecné
rutinni uplatnéni v laboratofi. Tato prace tak v sobé shrnuje poznatky o autentizaci
non-human bunéénych linii v resSersi a zaroven popis procesu optimalizace a zavedeni nové

metody Vv experimentalni ¢asti.
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1. Bunécné linie a jejich vyuziti jako modelové systémy

Udrzet buiikky odebrané z zivého organismus zivotaschopné a efektivné je péstovat
Vv in vitro podminkach, se diive zdalo jako nemozné. Prvni, kdo dokazal dlouhodobé¢ kultivovat
buniky po jejich vyjmuti z zivého organismu, byl francouzsky laureat Nobelovy ceny Alexis
Carrel, ktery tak zpiisobil pritlom v historii buné¢né biologie [1]. Od prvnich pokust o cilenou
kultivaci bun¢k ub¢hla jiz fada let a v souCasnosti jsme schopni za danych laboratornich
podminek a ve specialnich médiich cilen¢ péstovat bunky in vitro. Kultivovat 1ze bunky
eukaryotické, rostlinné i prokaryotické. Podle staii bunéénych kultur rozezndvame primarni
kultury a buné¢né linie. Primarni kultury se skladaji z bun€k odebranych pfimo z ¢asti zivého
organismu. Tento druh kultury se vSak vyznacuje kratkou Zivotnosti v fadu jen nckolika dni
a problémem je i nehomogenni populace bun¢k, kdy se v jedné kultute mize vyskytovat vice

typt bun¢k.

Tuto nevyhodu primarnich bunéénych kultur nemaji bunécné linie, které jsou velice
efektivnim nastrojem pro studium bunéénych mechanisml a maji proto Siroké vyuziti jako
modelové systémy. Oproti primarnim kulturam maji fadu vyhod. Procesem transformace u nich
1ze navodit poruchu regulace buné¢ného cyklu a ziskat tak immortalizovanou bunéc¢nou linii,
kterd ma téméf neomezenou schopnost bunééného déleni. Hovofime pak o tzv. kontinualnich
bunéénych liniich, jejichz d€leni neni omezeno Hayflickovym limitem. Piikladem mohou byt
HeLa buniky, izolované v 50. letech 20. stoleti z karcinomu délozniho hrdla Henrietty Lacksové.
Jedna se o immortalizovanou bunécnou linii z lidskych epitelovych bungk, ktera se od svého

zalozeni stale neptetrzité déli [2].

Bunééné linie tedy na rozdil od primarnich kultur maji del$i Zivotnost. Pokus také
probihé na jediném dobte charakterizovaném druhu buné€k. Jeho vysledky tak nejsou ovlivnény
interakci s jinymi bunéénymi populacemi, tkanémi ¢i organy. Bunécné linie lze snadno
kultivovat a v pomémné¢ kratké dobé lze ziskat velké mnozstvi ptesné definovaného
a homogenniho materidlu. Bunécna linie by idedln¢ méla mit zachovanou schopnost

proliferace, stabilni diferenciaci a karyotyp [3].

14



Zaroven je vSak tfeba si uvédomit, Ze bunécné linie maji i jistd omezeni. Jsou péstovany
za nefyziologickych podminek v umélém kultivatnim médiu. Proto mohou vykazovat urcité
rozdily oproti buiikam v zivém organismu, jako napiiklad postradat urCité vlastnosti nebo ménit
svou morfologii a genovou expresi. Slouzi tedy jako in vitro model, ktery vSak miize vykazovat
urcité odlisnosti od bunék in vivo. I pfes jmenovany nedostatek jsou vSak bunécné linie cennym

nastrojem pro vyzkum [3].

Dnes maji bunécné linie Siroké vyuziti v mnoha rtznych odvétvich biologického
vyzkumu a jejich obliba jako modelového systému stale stoupa. Diivodem jsou jejich vyhodné
vlastnosti, jako je naptiklad schopnost neomezeného déleni a fakt, ze bunécné linie 1ze vystavit
riznym podnétim za kontrolovanych podminek. Timto zptisobem Ize ziskat odpovédi na riizné
experimentalni otazky. Nadorové bunétné linie pomdhaji pochopit mechanismy vedouci
ke vznik nddor a umoznuji studium vlastnosti nddorovych bunck [4]. Dale se bunééné linie
uplatituji ve studiu bunééného cyklu a jeho regulace, pii pokusech o mapovani genomu,
klonovani nebo obecné pfi vyrobe proteint. Dilezitou roli maji i pfi vyrobé monoklondlnich

protilatek v imunologii, pfi testovani cytotoxicity, vyvoji 1€kt a pti genovych manipulacich [5].

Nejcastéji vyuzivané jsou lidské bunééné linie. Pouzivané jsou vsak i tzv. non-human
bunééné linie. Bézné se pouzivaji savéi linie izolované z laboratornich mysi, kralika a kiecka
[6]. Dillezitym meznikem pro pouziti non-human bunéénych linii byl vyvoj inbrednich mysi,
které se staly nejvhodnéjSich modelovym druhem pro studium a jimiz se zabyva tato prace.
Déle se v mensi mife Ize setkat i s vyuzitim rostlinnych bunéénych linii, které maji svilj vyznam

v genetickém inZenyrstvi a pfi vyvoji transgennich plodin [7].

Ptedpoklada se, ze bunécné linie jako modelové systémy budou i v budoucnosti déle
nabyvat na vyznamu. Jejich zvySenému vyuziti poméha i rychly rozvoj souvisejicich oborti jako
je molekuldrni biologie a genomika. Toto zrychlené wvyuziti bunéCnych linii spolu
s nedostatkem kontrolnich postupt pii jejich kultivaci ovSem vedlo ke kontaminacim
bunécnych linii a k jejich zdmeénam [6].

Ackoliv si jsou jednotlivé bunééné linie velmi podobné, nejsou zcela identické a mohou
meénit svllj karyotyp, mit sklony k de-diferenciaci nebo podléhat mutacim. Na vSech téchto
faktorech zavisi hodnota kvality vysledki testh, pfi kterych jsou bunécné linie vyuzivany.
Nesmirn¢ dulezitym krokem je proto jejich identifikace. Pouziti kontaminovanych linii nebo
zamén¢ l1ze snadno piedejit ovéfenim typu bunécné linie. Tento postup nazyvame autentizace

a v soucasnosti je dostupnych mnoho metod, jak ovétit identitu bunééné linie [8].
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2. Autentizace bunécnych linii

2.1 Vyznam autentizace bunécnych linii

Autentizace bunéénych linii slouzi k ovéfeni identity bunécné linie a k odhaleni
pfipadné zdmény nebo kontaminace, které jsou velkym problémem v biomedicinském
vyzkumu. Kontaminovana bunécna linie nebo linie, kterd podlehla genovym mutacim ¢i jinym
zménam, muZze vykazovat odlisné vlastnosti a studie provedend na takovéto linii mize vést
k zavadéjicim zavérim a k jejich nespravné interpretaci. Zejména nadorové bunécné linie maji
tendenci ke spontdnnim genetickym mutacim a jejich vlastnosti se mohou v pribéhu

experimentu meénit, coz je nezddouci.

Cilem autentizace je proveétit zjistit identitu bunééné linie a to jeji genotypovou analyzou
a porovnanim s referenénim profilem, ktery je obvykle dostupny v databazich. Pokud srovnani
obou profilii neodpovida, je buné¢na linie kontaminovana nebo chybné identifikovana. Dale je
provétit 1 fenotyp, kdy fenotypové znaky (napft. citlivost na léky, proliferace) bunécéné linie
vyplyvaji z jejiho genotypu a vyzaduji specidlni testy pro ovéteni konkrétni vlastnosti bunécné
linie, ktera je pfedmétem naseho vyzkumu. Bunééna linie je povazovana za autentickou, pokud
odpovida plivodnimu zdroji ptfi srovnani profili DNA. Autentické bunécné linie udrzované

v riznych laboratotich mohou mit variabilni fenotyp [9].

Autentizace bunécnych linii v§ak neni provadéna vzdy a jeji vyznam se do dnes piehlizi.
Pro ilustraci - ve studii Johna Ryana z Corning Life Sicences pouze 18 % respondentti uvedlo,
ze pravidelné provadi ovéfeni pouzivanych bunéénych kultur ve svych laboratofich. Je vSak
pravdépodobné, Ze pocet laboratoti, které pouzivaji netestované linie je ve skutecnosti vyssi
[10]. Vysledky nedavné analyzy potvrdily, Ze az desitky tisic publikovanych ¢lankt vyuzivaji
bunécné linie bez ovéieného piivodu. Dle prizkumu je studii, které jsou postaveny na vyuziti
nespravné identifikovanych bunéénych linii vice nez 32 tisic. Navic jsou tyto ¢lanky citovany
v dalSich publikacich a pfispivaji tak k Sifeni nedivéryhodnych vysledkti vyzkumu. Tento
problém ma tedy dalekosahlé nasledky. Pfestoze si jej vétSina védct jiz dnes uvédomuje, pocet
novych publikaci zaloZenych na neidentifikovanych bunéénych liniich 1 nadale roste [11].
Odhaduje se, Zze v piiblizn¢ 15 az 20 % publikovanych védeckych pracich jsou pouZity
kontaminované ¢i neovérené bunééné linie [12]. Také se odhaduje, Ze 18-32 % bunéénych linii

je v soucasnosti chybné oznaceno a identifikovano [10].
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Zajem o prevenci kontaminace a o autentizaci bunécnych linii vSak stoupa. ZvysSena
pozornost je ji vénovana piiblizn¢ od roku 1966, kdy byla hldSena kontaminace 18 nezéavislych
bunécnych linii HeLa bunikami [13]. NejcastéjSim problémem je pravé kontaminace ptivodni
bunécné kultury jinym typem bunék. Nékteré bunééné linie jsou totiz schopné pieristat ostatni
buiiky. Rychleji rostouci, agresivnéjsi linie, pferostou pomaleji rostouci bunéénou linii
a postupné ji Upln¢ nahradi. K tomu staci i jejich pfitomnost ve velmi malém mnoZstvi.
Typickym piikladem jsou jiz zminéné HeLa bunky, které se snadno Sifi a prertistaji ptivodni
buniky. Jsou nejcastéjSim zdrojem kontaminace. Napiiklad prizkum realizovany v roce
2004 odhalil, ze ze 483 respondentd ankety celkem 32 % dotdzanych nevédomky pracovalo

s HeLa bunkami misto s pfedpokladanou bunécnou linii [ 14].

Také bylo zjisténo, ze fada bunécnych linii je dle genetického profilu identicka nebo
pochazi z jiného zdroje, nez se uvadi. Samostatnou kapitolou je kontaminace Mycoplasmaty,
kterd zpomaluji rist bun€k a méni jejich reakci na rizné podnéty. Méné¢ Casta je mezidruhova

kontaminace, kdy kontaminantem jsou buiiky jiného zivoc¢isného druhu.

Protoze v kulturéch si jsou na pohled buiiky k nerozeznani podobné, bez pouziti n¢které
z metod autentizace nelze tento problém odhalit. Faktem je, Ze mnoho soucasnych bunéénych
linii je jiz ve skute¢nosti kontaminovanych a jedna se o buiiky maskované pod jinym nazvem.
Pro vyteSeni tohoto problému je nutné zavést jista opatfeni. Autentizace bunécnych linii by
meéla byt zakladni podminkou pro publikovani studie na bunécnych linii ve vé&deckych
Casopisech, pro udéleni grantl a dotaci na vyzkumné programy. Autentizace buné¢nych linii
ma slouzit jako prevence k dalSimu plytvani financi na studie, jejichz vysledky jsou
nedivéryhodné [6]. Pouziti autentizace bunéénych linii vZdy pfed zaatkem nové studie by
mélo slouzit k ovéfeni, zZe v kultufe mame jeden pozadovany typ bunck. Cilem je Uplné
eradikovat vSechny kontaminované a nespravné identifikované bunécné linie. V soucasnosti jiz
mame k dispozici fadu U¢innych a rychlych metod, jimiZ lze ovéfit identitu bunééné linie,

detekovat pfitomnost Mykoplasmat nebo odhalit pfipadnou mezidruhovou kontaminaci [12].
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2.2 Priciny a prevence kiiZové kontaminace
Neovéfené a kontaminované bunécné linie se stidle pouzivaji v nepfiijatelné vysoké
frekvenci. Jednim z dvodil je nedostate¢na kontrola kvality a nedodrzovani ovéfeni identity

bunécné linie jako rutinniho postupu [15].

Nejvétsim problémem jsou kultury, které byly chybné identifikovany jiz na zacatku pfi
jejich zavedeni. Tyto kultury jsou dodnes pouzivany a uzivatelé tak nevédomky pracuji s jinou
bunécnou linii. K Sifeni kontaminace piispiva i fakt, Ze mnoho laboratofi pouziva netestované
bunécné linie z neoficidlnich zdroji. Nespravné identifikované linie si tak mezi sebou
laboratofe navzajem predavaji. Je to levngj$i alternativa, nez ndkup z bunécnych bank, které
jsou ovSem daveéryhodnéj$Sim zdrojem. VétSina bunéénych bank jiz dnes rutinné ovétuje
totoznost bunééné linie predtim, nez ji distribuuje svym zakazniktim [10]. Konkrétné se jedna
napf. o instituce - The American Type Culture Collection (ATCC), European Collection of Cell
Cultures (ECACC), DSMZ (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures).

Vroce 2012 téz byla vytvofena databdze kontaminovanych bunécnych linii
ICLAC (International Cell Authentication Committee) [16]. V databazi jsou buné&cné linie
sefazeny dle nazvu spolu s uvedenym bunéénym druhem, typem a informaci, jakou nezadouci
bunécnou linii jsou kontaminovany. Seznam byl naposledy aktualizovan v prosinci roku 2016

a nyni obsahuje 451 bunécnych linii [17].

Ke kontaminaci dochazi i vlivem nevhodné manipulacemi s bunéénymi liniemi. Casté
je Sifeni pomoci aerosoll nebo ndhodnym kontaktem. Zasadni je pouZivat média, ¢inidla, pipety
a dal3i pomticky pro kazdou bun&nou linii zvlast. Casté jsou i ndhodné chyby pii popisu
kultivacnich nadob. Laboratorni pracovnici by proto m¢li byt fadné proSkoleni a respektovat

zasady prace v bunécéné laboratofti [18].

Jako prevence je vhodné provést autentizaci bunécéné linie pii nakupu nebo zakoupit jiz
ovéfenou kulturu. Zadouci je provadét autentizaci pied zahajenim experimentu, v jeho priib&hu
1 na konci, aby se vyvratila moznost piipadné kontaminace [6]. Pro efektivni eradikaci
kontaminovanych bunécnych linii je nutna spoluprace bunécnych bank, uZivateli
a védeckych periodik. Dulezité je zdiiraziiovat vyznam autentizace a informovat uZzivatele
o spravné praci s bunéénymi liniemi. Jen tak lze zabranit dal$im experimentim provadénym na

bunéénych liniich s neovéfenym pivodem.
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3. Metody autentizace buné¢nych linii

V soucasnosti je dostupnych mnoho metod k ovétreni identity bunééné linie, které se 1isi
v mnoha ohledech. Rozezndvame metody, které slouzi k uréeni identity jedince nebo metody,
které slouzi k ovéfeni druhu. Autentizace dnes zahrnuje nejen ovétreni identity bunécné linie,
ale 1 testovani kontaminace. Dulezité je zvolit spravnou metodu, protoze tatdz metoda nemusi
byt vhodna pro vSechny vzorky. Kazdd z uvedenych metod ma své vyhody i nevyhody.
Pti vybéru vhodné metody je tieba zvazit i dalsi faktory, jako je finan¢ni naro¢nost a vybaveni,

které ma laboratot k dispozici [19].

V dobé, kdy se ovéfovani bunécnych linii teprve zavadelo, byla nejpouzivanéjsi
metodou cytogeneticka chromozomalni analyza a izoenzymova analyza. Ob¢ techniky byly
velmi pracné a narocné na zkuSenosti pracovnika i na vybaveni. V souc€asnosti je pro lidské
I non-human bunééné linie nejpouzivanéjsi metoda STR analyzy. Pro svoji spolehlivost a dalsi
vyhody je doporucovana jako snadny, dostupny a ekonomicky zptisob, jak potvrdit identitu
bunééné linie. Rada laboratofi a daliich instituci ji dnes nabizi jako jednu ze svych standardnich
sluZzeb. Dostupné jsou i rozsdhlé databaze, které slouzi k porovnani profili testované
a referen¢ni bunééné linie [20]. Tato metoda se pouziva primarné pro lidské bunééné linie. Lze
ji v8ak aplikovat i na non-human bunééné linie, jak jsme dokdzali v experimentalni ¢asti této
prace. Jelikoz je STR analyza hlavni metodou vyuzivanou v této praci, je ji vénovana

samostatna podrobna kapitola.

Samostatna kapitola je téZ vé€novana autentizaci non-human a mysich bunéénych linii,
které¢ vyzaduji jiny piistup a metody. K ovéfeni druhu se v sou€asnosti nejvice pouzivaji
druhové specifické primery a DNA barcoding. Pro mySi bunécéné linie se vyuZivaji

jednonukleotidové SNP polymorfismy a experimentuje se i s dalsimi metodami.
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3.1 DNA polymorfismy

Nositelkou genetické informace u eukaryot a prokrayot je DNA neboli
deoxyribonukleovd kyselina. Ve vSech buikich jednoho organismu je stejna DNA.
Ve struktuie DNA jsou vSak u kazdého jedince urcité individualni rozdily. Tyto variabilni tiseky
DNA nazyvame polymorfismy a lze je vyuziti k identifikaci jedince. DNA fingerprinting je
soubor metod, ktery vyuziva DNA polymorfismy k ovéfeni identity jedince nebo v nasem

ptipadé¢ K urceni identity buné¢né linie [6].

Tuto techniku vyvinul v roce 1984 britsky genetik Alec Jeffreys. V soucasné dobé je to
nejpouzivanéjsi zpusob identifikace jedince. Vyuziva toho, ze v lidském genomu je fada
sekvenénich 1 délkovych polymorfismi [19]. Jedna se o jedno-nukleotidové SNP
polymorfismy, které vznikaji zdménou jednoho nukleotidu v DNA sekvenci za jiny nukleotid.
Dale 1ze vyuzit i délkové polymorfismy, u kterych nedochédzi ke zméné v zékladni sekvenci,
ale k rozdilnému poctu opakovani tzv. tandemovych repetitivnich sekvenci. V ramci populace

se lisi délka 1 pocCet repetitivnich sekvenci [21].

Tyto useky DNA nazyvame mikrosatelity nebo téz short- tandem repeats. Opakuje se
Vv nich zakladni sekven¢ni motiv o délce 2-13 bp a o to n€¢kolikrat za sebou (tandemove). Pocet
téchto repetic je variabilni a fddové se jedna o jednotky az desitky opakovani. Délka téchto
usektl mize byt rizna. STR polymorfismy jsou roztrouSeny po celém genomu a jsou chapany
jako rozdily na urovni DNA mezi genotypy jednotlivei. Jejich dédicnost odpovida
Mendelovskym pravidlim, kdy pocet opakovani repetic na konkrétnim mist¢ DNA (lokusu)
definuje alelu [22]. Jedinec muze zd&dit ob¢ alely stejné, se shodnym poctem opakovani
kratkych tandemovych repetic a pak se jednd o homozygota. Heterozygotni jedinec naopak

zdédil dvé odlisné alely [23].

STR useky jsou povazovany za nejvhodnéjsi marker, ktery 1ze vyuzit k ur€eni identity
jedince, protoZe pocet opakovani jednotek STR tusekil je vysoce variabilni mezi jednotlivci
a zaroven se tyto useky hojné vyskytuji v celém genomu [24]. STR useky jsou také pomérné
stabilni a malo podléhaji novym mutacim. Variability téchto useki vyuziva STR analyza. Pro
vEtsi rozliSeni se testuje vice STR lokusil a to obvykle ty, které jsou nejvariabilngjsi. Plati,
ze ¢im vice polymorfnéjsi lokusy se testuji a ¢im jich je vice, tim mensi je pravdépodobnost,
ze by u nepiibuznych jedinct doslo k identické sestavé alel. Jednotlivé alely ptitom oznacujeme

¢islem, které udava pocet opakovani zdkladniho motivu.
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Proces profilovani DNA pomoci STR useki zahrnuje nékolik kroki. Nejprve izolaci
DNA z bunééné linie nebo jiného vzorku, navazani primera k cilovym oblastem, amplifikaci

a nakonec analyzu amplifikovaného produktu [25].
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Obrazek 1: Krdtké tandemové repetice (S’IMKO VA,2012)

3.2 STR analyza

STR analyza je v soucasnosti nejpouZivangj$i metodou pro autentizaci lidskych
bunécnych linii. Jeji vyuziti neni v§ak omezené pouze na ovéfeni identity bunéénych linii.
Variabilitu polymorfnich STR useki 1ze vyuzit i pfi forenzni analyze, kriminalistice, ur€ovani
pribuznosti, rodicovstvi a pti dalsich aplikacich [26]. V soucasnosti je tato metoda povazovana
za referencni, standardizovanou a dostupné jsou rozsahlé databaze referencnich profild
bunéénych linii. Dostupné jsou i komer¢ni kity s pfedem pfipravenymi primery a standardni

smési, kterd obsahuje polymerazu, pufry a dal$i komponenty PCR reakce [27].

Pti autentizaci buné¢nych linii se analyzuji STR markery na specifickych pozicich DNA
daného vzorku. Obvykle se vySetiuje vice polymorfismi najednou a to ty, které jsou v ramci
populace nejvariabilnéjsi. Prvni krokem je izolace DNA z dané bunééné linie, tkdn€ nebo jiného
vzorku [26]. Poté nasleduje amplifikace specifickych polymorfnich usekt DNA, ktera se
provadi pomoci PCR — polymerazové fetézové reakce. Obvykle se testuje vice tisekll soucasné
v multiplexu, a proto hovofime o multiplexni PCR. Pfi PCR reakci vyuzivame dva primery
piimy a reverzni (téz forward a reverse) Z nichz jeden je fluorescenéné znaceny (forward na

svém 5’ konci). Nasledné jsou amplikony ziskané z PCR reakce rozdéleny podle své velikosti
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a to metodou gelové kapilarni elektroforézy. Jednotlivé fragmenty jsou fluorescenéné oznaceny
a detekuje se prave fluorescence znacenych fragmentl. Zajima nas velikost daného fragmentu,

jeho kvalita a druhotné také kvantita.

Pfi autentizaci bunécnych linii je zadvérecnym krokem porovnéni ziskaného STR profilu
testované bunécné linie s profilem referen¢nim, ktery je uveden v databazi bunécnych bank.
Jestlize se oba profily shoduji, skutecné se jedna o danou bunéc¢nou linii. Pokud se profily
neshoduji, pravdépodobné doslo ke kontaminaci nebo k zdmén¢ bunécné linie [27]. Porovnani
s referen¢nim profilem jsme provadéli i v ramci této prace u mysi bunééné linie NIH3T3, kdy

jsme vlastni experimentaln¢ ziskana data porovnavali s referenc¢nim profilem.
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Obrazek 2:Schéma STR analyzy

3.2.1 Izolace DNA
Prvni krokem pfi autentizaci bunéénych linii je izolace DNA. Proces zac¢ina centrifugaci
suspenze bunécéné kultury, pii které¢ dojde k jejimu rozdéleni na sediment a supernatant

Sediment je dale vyuzit k izolaci DNA.

Pro izolaci genomové DNA se dnes obvykle vyuzivaji komeréné dostupné soupravy na
principu izolace DNA vazbou na silikatovou kolonku. BéZné sestavy obsahuji lyzaéni puft,
ktery rozpousSti membrany, enzym proteindzu K pro $tépeni bilkovin a RNAdazy pro Stépeni

RNA. Poté, co se zbavime neZadoucich komponent se bunécény lyzat pfenese na izolacni
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kolonku se silikdtovym povrchem a v pfitomnosti chaotropnich soli se DNA adheruje na silikat.

Nasleduji promyvaci kroky a eluce ¢isté DNA [28].

Proces izolace DNA jsem si vyzkouSela i prakticky, jelikoz byl prvnim krokem pii
zahdjeni nas$i experimentalni prace, kdy cilem bylo izolovat DNA z bunéénych linii NIH3T3

alJrr4.

3.2.2 PCR - polymerazova retézova reakce
Dalsim krokem je amplifikace ziskané DNA pomoci metody polymerazové fetézové

reakce. Tato metoda slouzi ke zmnozeni (amplifikaci) urcitého useku DNA in vitro [6].

Pro pouziti PCR je nutné znat ¢ast nukleotidové sekvence pied a za cilovou sekvenci.
Na tyto sekvence totiz nasedaji primery, coz jsou syntetické oligonukleotidy o délce 10-25
nukleotidti [29]. Primery slouzi jako pocatecni misto replikace. Nasedaji na usek DNA,
ke kterému jsou komplementarni a ohranicuji oblast, ktera se ma amplifikovat. K Gspésné
provedené PCR reakci je tieba mit spravné zvolené primery. Primery museji byt specifické pro
amplifikovanou sekvenci a mély by byt zcela komplementarni k useku, na ktery maji dosedat.
Primery by téz nemély byt komplementarni k sobé navzdjem. V takovém piipadé se samy

zacnou chovat jako templaty a béhem reakce se budou tvofit jejich dimery.

Primery patfi mezi jednu ze zakladnich sloZek reakéni smési. DalSi slozkou je
templatova DNA ze vzorku. Kli¢ovou komponentou je enzym DNA polymeraza, ktera pii
amplifikaci buduje novy fetézec podle templatu. NejCastéji se pouziva Tag- polymeraza, ktera
pochazi z termofilnich bakterii Thermus aquaticus a je termostabilni. Diky této vlastnosti
polymerazu sta¢i ptidat pouze na zaCatku reakce, v prubéhu PCR nedegraduje a odolava
denaturaci 1 pii teploté 95 °C. Jeji teplotni optimum se pohybuje kolem 72 °C, kdy dokaze
k primeru ptidat aZz 150 bazi za sekundu. Nevyhodou vsak je, Ze tento typ polymerazy neni
schopen amplifikovat Gseky del$i nez n€kolik tisic nukleotidovych part. Dnes se polymerazy
vyrabéji rekombinantnimi technologiemi a lze vyuziti 1 jiné typy polymeraz, které maji vyssi
aktivitu, dokazi syntetizovat delsi fetézce nebo maji 3‘-exonukleasovou aktivitu, ktera jim

umoziuje opravit chybné zatazeny nukleotid.

Kofaktorem polymerazy jsou Mg?* ionty. K tomu aby polymeraza mohla zagit budovat
nové vlakno, jsou potieba volné nukleotidy (ANTP). Jde o smés deoxynukleosid trifosfatl
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), které slouzi jako zdkladni stavebni jednotky pfi syntéze nového
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vlakna. Dalsi slozkou smési je vhodny PCR puft, ktery udrzuje pH a optimalni aktivitu DNA-
polymerazy [29].

Diilezité je, aby vzorek neobsahoval inhibitory PCR reakce, které mohou narusit jeji
pribéh a vysledek. Casto se jedna o latky, které se b&Zné pouzivaji pii purifikaci a izolaci DNA,

jako je o heparin, fenol nebo proteinasa K.

V soucasnosti lze vyuzit komeréné dostupné predptfipravené Master mixy, které jiz
obsahuji namichané PCR komponenty - puftr, hot¢ik, nukleotidy a DNA polymerazu. K Master
mixu staci pouze pridat templatovou DNA a primery. Komercni Master mixy jsme pouzivali
I vV experimentalni ¢asti prace, abychom snizili ¢as nutny pro piipravu reakce a eliminovali

riziko chyb pfi pfipravé smesi.

K pozitivnimu ovlivnéni pribéhu reakce l1ze pouzit i pfidatné latky neboli aditiva, jez
mohou ovlivnit ucinnost a specifitu reakce. K tomuto Ucelu se pouzivd BSA (albumin
z bovinniho séra) nebo DMSO (dimetylsulfoxid), s kterymi jsme pracovali v experimentalni

¢asti prace a ktera redukuji nespecifickou vazbu primert.

Vlastni PCR reakce se sklada ze tii opakujicich se krokid- denaturace, annealingu
a polymerace. Prvnim krokem je denaturace. Templatova DNA je denaturovana zahiatim na
teplotu 92 az 95 °C. Tento krok trva ptiblizné 30 sekund a dojde béhem ného k rozpadnuti
vodikovych mustkil, které k sobé poutaji komplementdrni vlakna DNA dvojSroubovice.
Vznikne tak jednovlaknova sSSDNA, na kterou v dal$im kroku nasedaji primery a to pfi teploté
50-60 °C. Teplota, pii které¢ probiha annealing neboli nasedani primerti, musi byt vhodné
nastavena pro pouzity par primeru. Pfi pfili§ nizké teplot€ mohou primery nasedat 1 na sekvence,
k nimZ jsou komplementarni jen z ¢asti a vytvofit tak nespecificky produkt. Naopak pii pfilis

vysoké teploté budou primery hybridizovat malo a produktu se nevytvoii dostate¢né mnozstvi.

Béhem polymerace dochazi k navazani volnych nukleotidii a prodluzovéni fetézce.
Syntézu novych fetézci katalyzuje DNA polymeraza a to od mista nasednuti primeru, ve sméru
od 3’-konce. Prodluzovani fetézce probiha pii teploté 65-75 °C. Vysledné syntetizované
sekvence DNA slouzi v dalSim cyklu PCR jako templat. Plati, Ze kvantita produktu roste
exponencialng, protoze v dal§im cyklu jako templat pro polymerasu slouzi i nové vytvorené
fetézce. Pocet cykll se pohybuje kolem 25-35 opakovani. Po urcitém mnozstvi cykli vSak
dojde k vycerpani slozek potiebnych k amplifikaci a vytézek noveé syntetizované DNA se jiz

nezvysuje.
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Amplifikaéni kroky jsou fizeny stfidanim teploty v termocykléru. Ten zajistuje rychlé,

presné a cyklické stiidani teplot.

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

%wm”#w% A | Step 1 : denaturation
0y AL RSO v LR R

1 minut 94 “C
[TTITTTTTT I

MTTINITM 3 Step 2 : annealing

T, |
5 ‘% 45 seconds 54 °C
* Ty 3 .
Uity MU 5

5

forward and reverse

5' | | ] - AA)
| 5 primers !!!

: I T ¥ Step 3 - .
NS I f| _§'4JJI.LI_JJ.|J.U.L H Step 3 : extension

-~ -
I | - | | A !

N o [ N y /, 2 minutes 72 °C
(= - | | l ~ only dNTP's

' My

Obrdzek 3: Schéma polymerazové ietézové reakce (UNIVERSITY OF LEICESTER)
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Vysledkem PCR je amplifikovany pozadovany usek DNA, ktery lze vizualizovat po
inkorporaci UV fluorescenc¢niho barviva do DNA pod UV svétlem. Pfi analyze vice lokust je
vyhodné sestavit tzv. multiplexni PCR, pfi které se amplifikujeme vice lokusii v jedné reakci
[30]. Prave sestaveni a optimalizace reakénich podminek PCR reakce byla hlavni naplni této

prace. Sestavenim multiplexu jsme snizili finan¢ni i casové néklady na analyzu.

3.2.3 Fragmentac¢ni analyza a interpretace vysledkii

DalSim krokem STR analyzy je rozdéleni ziskanych amplikoni pomoci kapilarni
elektroforézy na zékladé¢ jejich odlisné délky. Kazdy z amplikonil je fluorescenéné znaceny
a detekuje se jejich fluorescence. Obvyklé je znaceni jednim fluoroforem. V praxi se vSak ¢asto
analyzuje vice lokusii v jedné reakci (tzv. multiplexni PCR), které jsou znaceny raznymi
fluorescencnimi barvivy. V této praci jsme se zabyvali 1 vlastnim navrhem tfibarevného

fluorescenéniho znaceni pomoci fluorescencnich dye HEX, CFR610 a FAM.
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Vlastni separace fragmentt probihd v kapilafe s polymerem podle jejich molekulové
hmotnosti a rychlosti migrace v elektrickém poli. Po vlozeni napéti se fragmenty zacnou
pohybovat smérem k anod¢. Rychleji se pohybuji fragmenty kratSi, pomaleji delsi. Kazdé
z pouzitych barviv po excitaci laserem emituje charakteristické spektrum, pfi¢emz intenzitu
zafeni zaznamenava detektor. V Casovém zaznamu elektroforézy — elektroforetogramu, se
zaznamenany signdl objevi jako pik. Vysledkem je rozdéleni amplikonti na zaklad¢ jejich délky

a Casovy zdznam elektroforézy [31].

Elektroforetogram poskytuje informace o intenzité fluorescence a o délce fragmenta.
Intenzita fluorescence je charakterizovana vyskou piku na ose y. Osa X znazoriiuje migracni cas
jednotlivych fragmentl. Plati, ze ¢im del$i fragment, tim del$i ma 1 migracni Cas. Fragmenty
DNA jsou prezentovany jednotlivymi piky v elektroforetogramu. Délka téchto fragmentii
se porovnava s vnitinim velikostnim standardem, coz je soubor fragmentli se znamou délkou,

ktery umoziuje presné stanoveni délky fragmentu.

Elektroforetogram je dulezity pfi interpretaci vysledki. Lze z n¢j vycist, jestli se jedna
0 homozygota nebo heterozygota. U diploidni bunécné linie jsou vzdy k dispozici dvé kopie
téhoz genu [6]. V ptipad¢, ze obé kopie alely maji stejny pocet opakujicich se jednotek,
fragmenty maji stejnou velikost, migruji v elektrickém poli stejnou rychlosti, a proto se zobrazi
na elektroforetogramu jako jeden pik. Zatimco heterozygot méa dvé odlisné alely, coz se na

elektroforetogramu projevi jako dva rtizné piky [31].
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Obrdazek 4: Elektroforetogram homozygota a heterozygota (ATCC)
Findlnim krokem pfi autentizaci bunéénych linii je porovnani vysledného
elektroforetogramu s referencni databazi naprofilovanych bunécnych linii. Porovnava se
vzajemna shoda ziskaného a referenc¢niho elektroforetogramu. Pokud jsou bunécné linie

shodné, projevi se to na elektroforetogramu jako stejn€ vysoke a totozn€ umisténé piky. Naopak
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jestlize bunécné linie nejsou shodné, maji na elektroforetogramu odlisn¢€ umisténé piky. Pokud
je shoda mezi testovanou bunécnou linii a linii v databézi vice nez 80 %, jedna se o stejnou
linii. Pokud je shoda 50-80 % je vhodné provést dalsi analyzu. Pfi shodé méné nez 50 % se

jedna o rozdilné linie [32].

Pomoci elektroforetogramu lze odhalit i pfipadnou kontaminaci bunécné linie, ktera se

projevi pfitomnosti vice nezZ dvou piki u dvoualelového polymorfismu.

HAAE‘Z 1M 10 10 10 1N M0 W0 N X0 20 20 IN M N M N N ™ WW
L T

aortic artery

HFAE-2
femoral artery

HAAE-2 12,13 11,12 8,10 12,13 14,18 79 XY 10,11 10,11

HFAE-2 12,13 11,12 8,10 12,13 14,18 7.9 XY 10,11 10,11

Obrdazek 5: Elektroforetogram - shodné bunécéné linie
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wWs1 13 12 9,10 10, 1 17,18 | 8,10 X 8,9 10, 13

Obrazek 6: Elektroforetogram- odlisné bunééné linie
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3.2.4 Vyhody a nevyhody metody STR analyzy

Metoda STR analyzy je doporucovana jako nevhodnéjsi referencni metoda pro
autentizaci bunécénych linii. Jeji velkou prednosti jsou rozsahl¢ databaze naprofilovanych
bunéénych linii, které slouzi k porovnani dat [33]. Déle se metoda vyznacuje vysokou citlivosti,
pricemz k spésné analyze staci méné¢ nez 100 ng DNA. Dalsi vyhody jsou rychlost, snadna
dostupnost a relativné ptizniva cena [27]. STR analyza vSak neposkytuje zadné informace

o genomovych modifikacich, jako jsou genomové piestavby typické pro nadorové linie [34].

STR analyzu dnes nabizi mnoho specializovanych firem jako béznou sluzbu a obecné
je STR analyza na vzestupu. Dostupné je mnozstvi kit a specializovanych softwarti. VétSina
komerénich souprav je urcena k autentizaci lidskych bunécnych linii, ale dostupné jsou 1 kity
pro analyzu non-human bunécnych linii. Pouziti STR analyzy se vSak neomezuje jen na
autentizaci buné¢nych linii. Umoznuje individualni identifikaci jedince, identifikaci bunécné
linie nebo urCovani pfibuznosti. Metoda ma Siroké uplatnéni ve forenzni genetice,
kriminalistice, genealogii, v medicing, v prenatalni diagnostice a pfi diagnostice genetickych
poruch [35].
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3.3 DNA Barcoding

Metodu zvanou DNA barcoding, poprvé navrhli v roce 2003 védci z University of
Guelph v Ontariu, jako taxonomickou metodu vhodnou k ur€eni Zzivocisného druhu
organismu[6]. V soucasnosti metoda slouzi jako zakladni nastroj pro druhovou identifikaci
neznamého vzorku a k taxonomickych ucelim. Zakladni myslenkou této metody je, ze kazdy
biologicky druh ve svém genomu obsahuje kratkou sekvenci, ktera je pro néj naprosto unikatni
a podle které miize byt snadno identifikovan. Tato oblast by méla vykazovat velké mezidruhové
rozdily, vyvijet se a podléhat mutacim dostate¢né rychle na to, aby byla odlisné od sekvenci
jinych druht. Dostatecné velkou mutacni rychlost mé mitochondridlni DNA, ktera se dédi
maternaln¢ a vykazuje i dalSi vyhodu, jako je fakt, ze v jedné buiice miize byt az tisic
mitochondrii [36]. Z jiz malého vzorku tkan€ je proto velkd Sance na GspéSné vyextrahovani
mitochondrialni DNA [37].

Nejvhodnéjsi oblasti pro urCeni druhu je usek dlouhy 648 par bazi genu pro
podjednotky I cytochromoxidazy (COI). Tento Gsek mitochondridlniho genu vykazuje znacné
mezidruhové rozdily a naopak malou variabilitu v ramci druhu. Usek je dostateéné kratky pro
rychlou analyzu a zaroven dostate¢né dlouhy na to, aby mohl spolehlivé slouzit k identifikaci
druhu. Metodu Ize navic aplikovat téméf na vSechny zivocisné skupiny, u kterych se tento usek
vyskytuje. DNA barcoding lze pouzit pro uréovani ptakt, ryb, savct, hmyzu a dalSich
zivociSnych skupin. Probéhly i uspé$né pokusy o molekularni identifikaci mtDNA plazd.
Problém vsak nastava, pokud chceme DNA barcoding pouzit u rostlin. Lze vsak vyuzit jiné
vhodné oblasti, konkrétné dvé genové oblasti chloroplastu matK a rbcL. U hmyzu je naopak

vhodné se zaméfit na tsek prvnich 450 bp tseku pro CO1[38].

Metoda zahrnuje n€kolik kroki. Prvnim z nich je izolace mtDNA. Poté nasleduje PCR
amplifikace useku cytochromoxiddzy I (COI) pomoci dvojice primeri, které jsou
komplementarni k cilové sekvenci. Dal§im krokem je sekvenovani ziskanych amplikoni
a porovnani sekvence DNA s referen¢nimi sekvencemi v databazi. Databaze slouzi jako
vetejna knihovna sekvenci zjiz naprofilovanych exemplafti rtiznych druhl. Porovnanim
s témito referencnimi sekvencemi lze identifikovat i nezndmy vzorek. V soucasné dobé existuji
dv¢ hlavni databaze, které napliuji tuto roli [39]. Nejrozsahlejsi je evropska EMBL, coz je
Evropska primarni nukleotidova databaze. Dalsi databézi je naptiklad americkd GenBank pfi
Narodnim centru biotechnologické informace (NCBI). Referen¢éni sekvence zatim nejsou

dostupné pro vsechny druhy, predpoklada se vsak, ze dalsi budou brzy nasledovat [36].
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Obrazek 7: DNA barcoding schéma (BIORELIANCE)

Pfi autentizaci bunéénych linii je doporuceno pouzivat DNA barcoding pro genetickou
identifikaci non-human buné¢nych linii. Metoda je vhodna k identifikaci druhu. Naopak neni
vhodna k identifikaci konkrétniho jedince, protoze jak jiz bylo zminéno, oblast COl vykazuje
jen malou vnitrodruhovou variabilitu. Lze 1 ovéfit, jestli neni napt. lidskd bunécnd linie
kontaminovéana bunécnou linii jiného druhu. Pro ovéfeni identity bunéénych linii, nejcastéji
pouzivanych v laboratofich, Ize pouzit multiplexni PCR reakce pro soucasné urceni vice druhti.
Je mozné detekovat 14 nejcastéjSich druhti. Je ovS§em nutné optimalizovat PCR reakci a vSechny
komponenty. Soucasné lze vyuzit i piistup se specialné navrzenymi druhovymi primery, kdy
pro kazdy druh vznika pii PCR jinak velky amplikon. S jejich pomoci lze ur€it néasledujici

druhy: ¢lovek, mys, krysa, ¢insky a syrsky kiecek, ko¢kodan zeleny.

DNA barcoding vSak neslouzi pouze kidentifikaci bunécnych linii.
Je nepostradatelnym vyzkumnym ndastrojem pro taxonomisty, slouzi k mapovani druhové
rozmanitosti, k objevovani novych druht a feSeni evolu¢nich otdzek. Ackoliv je metoda znama
priblizné po dobu deseti let, jeji vyuziti nartistd a pocet sekvenci v databazi exponencialné
stoupa. Jde o rychly a spolehlivy zptisob, jak identifikovat druh a v kombinaci s STR analyzou

v

poskytuje nejkomplexnéjsi informace o pivodu bunécné linie [40].
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3.4 DalSi metody autentizace bunéénych linii

Ackoliv je v soucasnosti STR analyza jednozna¢né€ nejpouzivané€jsi metodou pro
autentizaci bunéénych liniich, k dispozici je mnoho dal$ich metod autentizace. Vybér spravné
metody autentizace zalezi na naSich pozadavcich, zkuSenostech pracovnika a dostupném
vybaveni. Ptrehled nejbéznéjsSich metod a jejich vyuziti je popsano v nasledujici tabulce.
Ke studiu chromozomalnich abnormalit se pouziva karyotypizace. Metody DNA profilovani
pomoci SNP nebo STR polymorfismi jsou nejvhodnéjsi k autentizaci. Umoznuji individudlni
identifikace jedince, odhaleni mezidruhové kontaminace i1 spontdnnich mutaci. DNA
Barcoding a druhové specifické primery se pouzivaji pro ur¢eni druhu a jsou schopné odhalit

1 ptipadnou mezidruhovou kontaminaci.

Tabulka 1. Prrehled metod autentizace bunécnych linii

DNA Karyotypizace | STR SNP Druhové specifické

Barcoding primery
Identifikace druhu X X X X
Identifikace X X
jednotlivce
Chromozomalni X
abnormality
Spontinni mutace X X
Mezidruhova X X X X X
kontaminace

3.4.1 1zoenzymova analyza

Metoda autentizace bunéénych linii pomoci izoenzymil umoziiuje urcit aktivitu enzymi
a jejich zastoupeni v bunice. Metoda vychazi z faktu, Ze enzymatickd vybava riznych bunck
mezi jednotlivymi populacemi se mize znacné liSit. Analyzuji se izoenzymy, které jsou
druhové specifické a lisi se svym zastoupenim v tkdnich a buiikach. Testuje se obvykle osm
polymorfnich genovych enzymatickych systémi, které dohromady poskytuji jedinecny
enzymovy podpis dané bunécné linie. Pravdépodobnost, Ze by profil mohl byt shodny s jinou

bunéénou linii, je zanedbatelna [41].

Metoda umoziuje urceni druhu nebo odhaleni mezidruhové kontaminace. Principem je
elektroforeticka separace izoenzymi, které se rozdeli dle své odlisné mobility v elektrickém
poli. Vysledkem jsou migracni pasy na gelu, které ukazuji zastoupeni jednotlivych isoforem

enzymu. Nepatrné rozdily mezi prouzky na gelu od sebe odliSuji rizné druhy [55]. Obvykle
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hodnocené specifické intracelularni enzymy jsou napi. malat- dehydrogenaza (MD), glukoza-
6fosfatdehydrogendza (G6PD), laktat-dehydrogendza (LD), peptiddza B (PepB) nebo aspartat-
aminotransferdza (AST) [42]. Na obrazku nize je vidét vysledek analyzy. Zkratka vpravo znaci
testovany enzym, vlevo jsou vidét elektroforetické prouzky. V tomto piipadé se jedna o analyzu

smési bunck kiecka a mysi.

Tato metoda ma vsak jista omezeni. Problémem je obtiZzna interpretace dat. Je obtizné
rozlisit blizce ptibuzné zivoc¢isné druhy. Navic se tato metoda v laboratofich pfili§ nepouziva
a postrada dostatecnou citlivost. Kontaminaci lze totiz odhalit jen v pfipad¢, kdy kontaminujici

bunécna linie tvofi alespon 20 % z celkové populace bunék [43].
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Obrazek 8: Izoenzymova analyza smési bunék kifecka a mysi (BIOPHARM,2005)

3.4.2 DNA karyotypizace

DNA karyotyping, neboli cytogenetickd analyza chromozomd, je jednou z nejstarSich
metod autentizace bunécnych linii. Pfi tomto testu se hodnoti pocet a struktura chromozomii.
Chromozomy jsou specificky barvitelné vlaknité struktury v jadre eukaryotickych bungk. Jsou
pozorovatelné svételnym mikroskopem ve fazi bunééného déleni. Soubor v§ech chromozomi
v jadfe se nazyva karyotyp. U kazdého druhu je pocet, ale i velikosti a tvar chromozomu
konstantni. Jednotlivé druhy se od sebe odliSuji poctem chromozomii, proto 1ze vyuzit karyotyp

jako druhovy znak [44].
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Vlastni karyotypizace za¢ina odebranim bunck z bunécéné kultury. Proces déleni bun¢k
je zastaven pridavkem mitotického jedu kolchicinu, ktery zastavi déleni bun€k v metafézi.
V této fazi bunécného cyklu chromozémy kondenzuji, proto jsou nejlépe pozorovatelné. Poté
dojde k hypotonické 1yze bunék. Po vhodném obarveni jader lze chromozomy pozorovat pod
mikroskopem a hodnotit jejich pocet a strukturu. Karyotypizaci lze urcit, jestli je bunécna linie
lidska, zvifeci nebo nadorovd. Nadorové bunécné linie se vyznacuji vétSim poctem

chromozomalnich abnormalit [45].

Karyotypizace je metoda velmi narocnd na zkusenosti pracovnika a ¢asové zdlouhava.
Dnes se vyuzivaji modernéjsi a méné pracné metody. Karyotyping se ale i nadale pouziva
ke sledovani genomové stability bun€k v kultufe u nestabilnich nadorovych bunéénych linii.

Karyotyping obecné ma vyznamnou roli v prenatalni diagnostice a onkologické diagnostice

[44].

3.4.3 NGS sekvenovani

Zkratka NGS sekvenovani (next generation sequencing) je oznaceni pro skupinu metod,
které umoziuji rychlé a efektivni DNA sekvenovani. Pomoci metod nové generace lze zjistit
pofadi nukleovych bazi v DNA mnohem rychleji a s vétsi presnosti nez v piipadé klasické
Sangerovy metody sekvenovani. Moderni metody jsou schopné osekvenovat kompletni genom
za zlomek Casu a to pfedevs§im diky sekvenatorim nové generace. Novéjsi sekvenatory totiz jiz
nectou baze jednu po druhé v fad€ za sebou, ale umoziiuji masivni paralelni sekvenovani az

tisich molekul DNA soucasné. Vyznamné tak snizuji ¢as potfebny k precteni DNA sekvence
[46].

Vsechny metody NGS sekvenovani funguji na podobném principu. Prvni krok zahrnuje
izolaci a fragmentaci DNA. Dal$im krokem je navazani tzv. adaptérti, od kterych pak probiha
sekvenovani jednotlivych fragmentt a poté nasleduje jejich amplifikace pomoci PCR a vlastni

sekvenovani na sekvenatoru nové generace [46].

Metodu Ize pouzit pro celogenomové sekvenovani, pro studium genetické variability,
detekci mutaci nebo pro cilené sekvenovani vybranych usektt DNA ¢i plasmida. Sekvenovani
nové generace lze pouzit i pro autentizaci bunécnych linii, jelikoz kazda bunécna linie ma svoji
jedine€nou DNA sekvenci. NGS sekvenovani dnes jiz pouZivaji bunééné banky pro ovéteni

identity bunécné linie nebo jeji kontaminace. Stale se vSak jedna o finanéné€ nadro¢nou metodu.
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4. Multiplexni PCR a jeji optimalizace

Multiplexni PCR je modifikace PCR, ktera umoziuje amplifikaci vice lokust soucasné.
V multiplexni PCR je vreakéni smési pfitomno vice para specifickych primera
komplementarnich k cilovym sekvencim [23]. Diky tomu Ize po vhodné optimalizaci metody
identifikovat vice lokusii v jedné reakci. Vlastnosti multiplexni PCR, ktera Setii ndklady na ¢as
a reak¢ni Cinidla, ¢ini z této techniky metodu v mnoha ptipadech vyhodnéjsi nez je klasicka
PCR. Multiplexni PCR vykazuje vétsi flexibilitu pii experimentalnim navrhu, ma fadu vyhod
a Siroké vyuziti [47]. Umoznuje sledovani riznych segmentu cilového genomu, detekci

patogend, diagnostiku genetickych onemocnéni, testovani mutaci a polymorfismu [48].

V ptipad¢ autentizace bunécnych linii umoznuje soucasnou amplifikaci vice STR usekt
najednou. Usnadiiuje tak a zrychluje pribéh analyzy, ktera probiha v jediné zkumavce.
Vyhodou je vysoky stupen diskriminace v jediném testu a to bez vétsi spotieby DNA.
Multiplexni PCR vyzaduje mens$i mnozstvi DNA nez klasicka PCR, pti¢emz na jednu
multiplexni reakei staci pfiblizn€ 1 ng DNA [27]. SniZeni poc¢tu zkumavek, ke kterym je tieba
ptidavat alikvoty DNA, také minimalizuje moZnost kontaminace a zdménu vzork pfi pfipraveé

reakce [49].

Pii multiplexni PCR jsou produktem amplikony s riznou délkou. Abychom je spolehlivé
rozeznaly, pouZivame primery znacené ruznymi fluorofory. Obdobné jsme postupovali 1 pfi
naSem navrhu vicebarevného znaceni, kdy dualezité bylo, aby se amplikony s podobnou délkou
navzajem nepiekryvaly. Proto jsme amplikony s podobnou délkou oznacily odlisSnymi

fluorescenénimi barvivy, coZ umoznilo jejich snadnou detekci a rozliSeni.

Svym slozenim je reakéni smés u multiplexni PCR podobna klasické PCR. Stejné jako
v ptipadé klasické PCR lze pouzit komeréné dostupné Master mixy, které jiz obsahuji

namichané PCR komponenty - puft, hoi¢ik, volné nukleotidy a DNA polymerazu [23].

Neexistuje vSak soubor podminek, kter¢ by byly vhodné pro vSechny PCR reakce.
Pribéh reakce zavisi na vlastnostech primerd, kvalit¢ DNA, interakci mezi reagenciemi a na
fad¢ dalSich podminek. Je proto nutné kazdou reakci zvlast optimalizovat. Pravé narocné
sestaveni metody tak, aby amplifikace vSech lokust byla stejn€ u¢inna, je nejvétsi nevyhodou
multiplexni PCR. Pokud je totiz multiplexni reakce sestavena Spatné€, nékteré lokusy se nemusi
amplifikovat nebo mohou byt amplifikovany pouze v nizké kvantité, jak jsme se sami

presvédcily pfi optimalizaci reakci v experimentalni ¢asti prace.
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Nedostatecna optimalizace také muze vést k nespecifickym produktim. Z tohoto
ditvodu je nutné metodu optimalizovat a to vSechny jeji komponenty, véetné teplotniho profilu,
dokud neni dosazeno optimalniho vysledku. Pravé optimalizace multiplexni reakce byla
klic¢ovou slozkou této prace. Cilem optimalizace multiplexni reakce byl specificky prubéh PCR
reakce, tj. aby vznikal pouze jediny produkt odpovidajici amplifikovanému tseku. V ptipadé,
ze produkt PCR reakce neni zfetelny nebo jsou vysledkem nespecifické produkty, reakce
neprob¢hla optimalné. V takovém piipad€ je nutné zmeénit reakéni podminky tak, aby PCR

probéhla uspésné [50].

Zékladem reakce jsou vhodné navrzené primery. Pii jejich navrhu plati nékolik
pravidel a cilem je navrhnout primery tak, aby negativné neovliviiovaly reakci ani sebe
navzdjem. Primery nesmi byt k sobé navzajem komplementarni a musi byt specifické k cilové
sekvenci. Mély by mit podobnou teplotu annealingu a byt stabilni ve stejném teplotnim rozsahu.
Pred vlastnim sestavenim multiplexni PCR je vhodné ovértit funkénost primerti samostatné-
v monoplexu. Pokud jsou primery samostatné bezproblémové funkéni, 1ze ptistoupit k jejich
smichéani. Primery vétSinou pfidavdme do reakce v ekvimolarni koncentraci 0,1 — 0,5 puM.
Pti prilis vysoké koncentraci mohou zpisobit tvorbu nespecifickych produktti, naopak nizka
koncentrace vede Kk nizkému vytézku. V ramci této prace byly napf. primery piidavany
v rozmezi koncentraci 0,6 az 0,355 puM, pficemz jejich koncentrace musela byt dale

optimalizovéna.

Jednotlivé primery jsou znaCeny fluorescenénimi barvivy. Pouziti barev, které
integruji s DNA a pod UV svétlem fluoreskuji, je nejCastéj$i technikou pro vizualizaci
produktu. Obvykle pouzivame v multiplexu 2-4 fluorescenéni barviva, podle potieb reakce.
Volba fluorescen¢niho barviva zéalezi na instrumentaci a detekci reakce, dal§im kritériem je
podobné jako u klasické PCR. Probéhne elektroforeticka separace na automatizovaném
sekvenatoru a detekuje se fluorescence ve vice barevnych kandlech [54]. Amplikony jsou

rozdéleny podle standardu interni velikosti softwarem a vysledkem je elektroforetogram [51].

Pro kvalitni a efektivni multiplexni PCR je dtileZité i optimalni slozeni PCR pufru. Ten
upravuje pH reakce, pficemz DNA-polymerdza je nejacinngjsi pii pH 7,2 a 72°C. Jelikoz je
DNA polymerdza Mg?* dependentni enzym, pufr obsahuje i hofe¢naté ionty ve vhodné
koncentraci. Hoi¢ik stabilizuje komplex DNA- polymeraza. ZvySeni koncentrace téchto iontt

mize pfispét k pozitivnimu ovlivnéni enzymatické aktivity polymerazy [51].
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Nutna je i optimalni koncentrace templatové DNA, aby nedochazelo k inhibici
templatem. Snizenim koncentrace DNA zaroven snizime i koncentraci pfipadnych inhibitorti
PCR. Manipulovat Ize i smnozstvim Tag polymerazy. Jen s vhodnou koncentraci

Tag polymerazy a templatové DNA lze ziskat u¢innou a specifickou reakci.

Dulezité je i nastaveni spravné koncentrace volnych nukleotidii (ANTP). Vysoké
koncentrace dNTP puisobi na reakci inhibi¢né a to tak, ze zvySuji pravdépodobnost tvorby

nespecifickych produktt.

V nékterych ptipadech se téZ pro pozitivni ovlivnéni vysledku reakce ptidavaji aditiva,
ktera mohou ovlivnit u¢innost reakce, jako je napt. BSA, DMSO, beatin, formamid nebo
glycerol. Tyto latky zvysuji stabilitu polymerazy a specifi¢nost vazby primert k templatu.
Obecné je pfi pouziti aditiv cilem zvysit vytézek nebo specifitu reakce. Za timto ucelem jsme
testovali ptidavek aditiv i v této praci. Konkrétné jsme pracovali s BSA a DMSO. Podle
vysledkt této prace 1 dalSich ¢lankd, mize byt ucinngjsi pouziti samotného Master Mixu nez
s piidavkem aditiv [52].

Ovlivnit pribéh multiplexni PCR lze i pomoci fyzikéalnich vlivl, jako reakéni objem
nebo typ termocykleru. Modifikovat Ize i teplotni program a cyklus. Lze prodlouZzit nebo
zkratit dobu elongace, zvysit pocet cyklt apod. Lze zménit teplotu anealingu primerti a tim
umoznit lepsi vazbu primerti na templatovou DNA, pfiliSné snizeni vSak mize vést k tvorbé
nespecifickych produkti [53]. Roli hraje i teplota ve tieti fazi cyklu, kdy teplotu pro extenzi
primeri urcuje teplotni optimum DNA polymerazy a délka produktu. Obvykle je to 1 minuta
na 1 kb amplifikovaného produktu. Jednotlivé faze reakce se opakuji v cyklech a jejich pocet
se odviji od pocatecniho mnozZstvi DNA. B&zné se pouziva 25-35 cykli. Pfi vy$§im poctu cykli
se zvysuje mnozstvi nespecifickych produktd, prili§ malo cykli naopak mize vést k malému

vytézku reakce [50].

Optimalizaci teplotniho programu lze téz vyrazné zkratit dobu amplifikace, jak jsme
prokazali v experimentalni ¢asti. Optimalizaci je moZné ziskat teplotni profil, pfi kterém lze

dosahnout stejnych vysledki ovSem za zlomek ¢asu neZz pti pouziti neoptimalizovaného profilu.
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5. Problémy pri STR analyze

Pii nevhodné optimalizaci multiplexni PCR reakce se miizeme setkat se fadou
nezadoucich jevu, které snizuji hodnotu vystupnich dat a mohou vést k zavadéjicimu

vyhodnoceni reakce.

Nejcastéjsim problémem je prednostni amplifikace nékterého z fragmenti. S timto
problémem jsme se setkali v ramci této diplomové prace, kdy nékteré amplikony vznikali
ve vEétsi mife na ukor ostatnich. Dlivodem tohoto jevu miize byt kolisdni vzadjemné interakce
vSech PCR reagencii nebo pfednostni amplifikace fragmentu, kviili jeho vlastnostem. Primery
se totiz ve smési chovaji jinak, nez samostatné. Kompetuji o zdroje, zejména o DNA
polymerazu, protoze PCR reakce ma omezené mnoZstvi enzymi a nukleotidii [52]. Re$enim
nerovnovdzné amplifikace fragmentd je optimalizovat koncentraci jednotlivych primeri

a vyvazit jejich poméry, o coz jsme se pii optimalizaci snazili.

Typicky je tento problém u dlouhych fragmenti. Pti amplifikaci totiz dochézi
pfednostné k amplifikaci kratkych fragmentl a fragmenty s vétsi délkou nemusi byt
amplifikovany v dostatecné mife. S timto problémem jsme se setkali pravé u dlouhého
fragmentu X-1o délce 388bp, ktery v naSem piipadé byl zachycen velmi slabé nebo vibec.
Nejjednodussim feSenim, které jsme jako prvni zkusili, je zvysit koncentraci primert dlouhych

fragmentll v multiplexu nebo naopak snizit koncentraci kratkych fragmentt [47].
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Obrdzek 9: Piednostni amplifikace krdatkych fragmentii (STR Data Analysis)

Pokud se dany lokus neamplifikuje viibec, hovotime o tzv. lokusovém drop-outu, kdy
se na vysledném elektroforetogramu viibec neobjevi piislusny pik. Jeho obdobou je alelicky
drop-out, kdy se naopak neamplifikuje a na elektroforetogramu neobjevi jedna alel. Vzorek
se tak miiZe jevit jako homozygotni, ackoliv jde ve skutecnosti o heterozygota. Dal§im znamym
jevem je alelicky drop-in, kdy se na elektroforetogramu laicky feeno objevi alela navic.

Nejcastéjsi pti¢inou je kontaminace vzorku [54].
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6. Autentizace non-human bunécnych linii

6.1 Metody pro autentizaci non-human bunéénych linii

Non- human buné¢né linie jsou, podobné jako lidské linie, uzitecnym modelovym
systémem v biomedicinském vyzkumu. I u nich dochézi k jejich zdménam a kontaminacim.
Zaroven s pokrokem v metodach pro autentizaci lidskych buné¢nych linii dochazi k vyvoji
novych metod i pro non-human bunécné linie. Ty totiz vyzaduji jiny pfistup. Zvifeci bunécné
linie ¢asto pochdzeji z geneticky homogennich laboratorn¢ chovanych jedinct, u kterych je
vysokd mira ptibuzenského kiizeni. Bézné techniky pak nemusi spolehlivé rozeznat bunécné
linie odvozené od jedinct stejného inbredniho kmene. Problémem u autentizace non-human
bunécnych linii je také fakt, Ze nejsou k dispozici komplexni databaze, komercni kity pro
vSechny druhy a nejsou k dispozici navrzené standardy pro vSechny metody. Tabulka ¢. 2

shrnuje dosavadni pokrok v autentizaci non-human bunéénych linii [56].

Tabulka 2: Prrehled metod pro autentizaci non-human bunécnych linii

Druh Metoda Standard metody Komeréni kity Databize
Human 5TR ASN-0002 Yes ATCC, DSMZ, JCRE,
mEIﬂ-ﬂ-
SNP Mo Yes [21], [32], NCEI
Mouse 5TR* M No Unpublished
SNP Me Yes [19]
African green monkey STR* Mo Mo None:
Chinese hamster STR* Mo Mo Mone
ovary
Rat STR* M No Mone
Species-level CO1 DNA barcode  ASN-0003 Yes Barcode of Life Data System,
identification NCBI=*
Species-spedific My Mo None needed
Primers

Pokud chceme pouze urcit, z jakého druhu pochazi dana buné¢na linie, nevhodnéj$im
fesenim je DNA barcoding. Dalsi vhodnou metodou je profilovani DNA pomoci PCR
a specifickych primerd. Druhové specifické primery slouZi k ur€eni druhu, avSak postradaji
dostatecnou specifi¢nost pro individualni identifikaci jednotlivce. PouZiti specifickych primert
je snadnym a levnym zplisobem autentizace. V soucasnosti vSak nejsou dostupné komeréni kity

pro vSechny druhy. Timto zpiisobem lze napf. autentizovat bunécné linie kiecka, mysi a krysy
[48].

| unon-human bunéénych linii 1ze vyuzit specifickych polymorfnich lokusti pro ovéteni
identity bunécné linie. Existuji navrhy STR multiplexnich testl, které funguji na podobném

principu jako STR analyza u lidskych bunéénych linii. STR analyza se dnes jiz bézné pouziva
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pro individuélni identifikaci zvifat v plemenitb¢ a chovatelstvi. Dostupné jsou komerc¢ni kity
pro kocky, psy a kon¢. Testy ovSem nejsou dostupné pro vSechny druhy a k dispozici nejsou

ani komplexni referencni databaze [57].

Piikladem muze byt napiiklad PCR multiplexni test, ktery vyuzivd vyznamné
homologie mezi genomem c¢loveka a afrického primata- ko¢kodana zeleného. VERO buiky
ledvin kockodana totiz patfi mezi oblibené linie k testovani cytotoxicity a vakcin. Testuje se
osm STR markerti, u nichz byla prokazana homologie se stejnymi useky v lidském genomu.
Lze tak uspé$n¢ pouzit referencni STR markery, které se testuji i u lidskych bunéénych linii.
[58].

Podobné jsou k dispozici jiz i kity pro autentizaci bunécnych linii koné. Bunééné linie
domestikovaného koné slouzi jako modelové systémy v regeneracni terapii. Komercné
dostupny kit zahrnuje analyzu 17 STR tsekt a kromé autentizace se pouZziva i v plemenitbé

K urceni ptivodu [59].

Na podobném principu funguje i tzv. Meow plex. Komer¢éné dostupny kit pro STR
analyzu vzorkl kocek. Do testu bylo vybrano 11 vysoce polymorfnich lokusi. Vysledkem je
spolehlivy multiplexni test, ktery umoznuje individuélni identifikaci koc¢ek s dostate¢nou mirou
genetické diskriminace [60]. Obdobné jsou dostupné komeréni kity pro individualni identifikaci

pst. Principem je opét multiplexni PCR zalozena na analyze STR tsekt [61].

Ve vyvoji jsou i dalsi testy, které je vSak teba jesté¢ optimalizovat, nez bude mozné

jejich rutinni pouziti.

6.2 MySi bunééné linie

Non-human bunécéné linie se pouzivaji v mensi mife nez lidské bunécéné linie, piesto
vSak maji rliznorodé vyuziti jako modelové systémy. Nejbézné&jsi a nejpouzivanéjsi jsou mysi
bunécné linie, dale jsou béZzné bunécné linie izolované z ¢inského kiecka, potkana, kralika nebo

kockodana.

Mysi bunécéné linie jsou nejvice vyuzZivané non- human bunécné linie. S tim souvisi
1 fakt, Ze jsou nejcastéjSim mezidruhovym kontaminantem. Pochéazeji z tkani mysi druhu
Mus musculus. Mysi buné¢né linie vhodnymi modelovymi systémy pro studium chorob a gent.
Mysi bunécné linie jsou velmi rozmanité. Pochézeji z riznych tkanich, nejcastéji z fibroblasti,
z tkadn¢ jater, z centrdlniho nervového systému nebo z nadorovych bunék. Pouzivaji se pii

vyrobé rekombinantnich proteini nebo funguji jako podpirné bunky pii kultivaci
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embryonalnich kmenovych bunék. K dispozici jsou i upravené bunécné linie, které slouzi ke

studiu bunééného cyklu a reparace DNA [62].

Mysi jako vysoce adaptabilni, rychle se rozmnoZzuji a proto jsou idedalni jako laboratorni
zvifata. V ramci chovu mysi vSak doslo k blizkému a opakovanému piibuzenskému kiizeni.
Vysledkem jsou tkzv. inbredni kmeny mysi, které vznikly Gizkou ptibuzenskou plemenitbou
a to po vice nez 20 generaci. Mysi ztakového kmene vétSinou pochazeji od jednoho
zakladajiciho chovného paru a je proto obtizné u nich urcit genotyp, jelikoz maji velké mnozstvi
sdilenych alel v disledku incestu a uzkého pribuzenského kiizeni [63]. Inbreeding (ptibuzenské
ktizeni) dosahuje az 98,6 %. Je tedy jasné, ze genetickd variabilita u jedincti z inbrednich kmenti

je velmi mala [64].

Pricemz az 97,7 % mysich bunécénych linii pochazi z inbredniho kmene, zbyvajici 2,3 %
z neinbredniho kmene. Z tohoto diivodu vyZaduje autentizace mySich bunéénych linii jiny
postup. Inbredni mysi bunééné linie si jsou z velké casti geneticky podobné a zastupci jedné
inbredni generace mohou byt vSichni homozygotni pro stejnou alelu daného lokusu.
Pro spolehlivé rozliseni bunéénych linii odvozenych ze stejného inbredniho kmene, I1ze pouzit
SNP analyzu jednonukleotidovych polymorfismi. Jednobodové mutace jsou u inbrednich mysi
hlavnim zdrojem genetické variability. Metoda je v8ak finanéné naro¢na a htie dostupna [64].
Z tohoto ditvodu se vice pouzivd STR analyza, kterou Ize uspéSné aplikovat i pro rozliSeni
mysich bunéénych linii, jak jsme sami prokézali v experimentalni ¢asti, kdy jsme sestavili

multiplexni STR test vhodny pro efektivni a pfesnou autentizaci mySich bunéénych linii.

Nejnovejsi trend V autentizaci mySich bunéénych linii je vyvoj] metody na zéklade
analyzy polymorfismu jednoduché sekvenéni délky (SSLP). Tyto tzv. MIT lokusy védci
identifikovali jako nejvhodnéjsi pro rozliSeni jedincl z riznych inbrednich kmeni. AvSak
profilovani SSLP zaloZené na markerech MIT postradd schopnost rozliSit mezi bunécnymi
liniemi pochazejicimi ze stejného kmene mysi [65]. V soucasnosti jsou k dispozici Gdaje
o analyze MIT lokusiti 47 inbrednich kment mysi. Tyto lokusy je moZzné amplifikovat za pouziti
komeréné dostupnych sad primerd. Produkty PCR se soucasné analyzuji spolu se standardy
velikosti pomoci automatizovanych metod a fluorescencni detekce. Vysledkem je jednoduchy
¢iselny kod, ktery odpovida délce amplifikovanych PCR produktl. Soucasnym cilem je vytvofit

jednoduchou a spolehlivou metodu pro rutinni pouziti. [65]
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6.3 Bunééné linie pouZzité v této praci

6.3.1 NIH3T3

Bunécéna linie NIH3T3 je standardni bunéénou linii mysich embryonalnich fibroblasta.
Buniky byly poprvé izolované z jiz existujici bunécné linie a to v roce 1962. Dnes se jedna
0 jednu z nejcastéji pouzivanych a nejsnadnéji dostupnych mySich buné¢nych linii. Jde
o immortalizovanou bunécnou linii adherentnich bun¢k. Uvadi se, ze je to linie tetraploidni,

pficemz pocet chromozomil mize byt variabilni [67].

6.3.2J774
Bunééna linie J774 je mysi makrofagova linie, kterda ma zachované vSechny funkéni
vlastnosti makrofagli. Pouziva se k testim cytotoxicity a testovani odpovédi makrofagi na

infekci. Bunky jsou ¢aste¢né adherentni [68].
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/. Cile prace

Schvalené cile prace:

1. ReserSe na téma autentizace lidskych bunécnych linii a mySich bunécnych linii
2. Optimalizace metody autentizace mySich bunéénych linii (metoda STR)

3. Zavedeni multiplexni PCR STR analyzy pro mysi buné¢né linie
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8. Experimentalni ¢ast

Cilem této prace je optimalizace multiplexni polymerazové fetézové reakce (dale PCR),
kterd se zamétuje na devét tetranukleotidovych polymorfnich STR markerii v genomu mysi.
Cilem je vyvinout multiplexni test, ktery by poskytoval unikatni STR profily pro kazdy vzorek
mysich bunécnych linii a slouzil by k jejich spolehlivé a efektivni autentizaci. Nutné je
optimalizovat metodu, vSechny jeji komponenty a teplotni profil, aby se spolehlivé
amplifikovaly vSechny testované lokusy a prubéh reakce byl optimalni. Soucasti prace bylo
provedeni testu nejprve v monoplexnim provedeni, nasledné sestaveni multiplexni reakce,
navrh vhodného znaceni primerd pomoci fluorescencnich barviv a testovani riiznych reakénich
podminek s cilem optimalizovat multiplexni reakci. Optimalizace PCR byla provadéna na
mySich bunéénych liniich NIH3T3 a J774. Druh4 z linii nebyla dosud naprofilovana a soucasti

diplomové prace bylo i urceni jejiho referencniho profilu.

8.1 lzolace DNA

Pro ucely této diplomové prace byly pouzity vzorky genomové DNA ze dvou mySich
bunéénych linii - z linie mySich fibroblasti NIH3T3 a makrofdgove linie J774. Vzorky
pochazeji z laboratofe Generi Biotech. DNA z piislusnych vzorka byla izolovana na kolonkach
se silikagelovou membranou. K izolaci nukleovych kyselin ze vzorka byl pouzit kit pro izolaci
DNA (Kit for isolation of DNA from tissues - Generi Biotech). Tento kit umoznuje ziskat vysoce

¢istou genomovou DNA z bunécné kultury.

Izolace DNA probéhla dle validovaného standardniho opera¢niho postupu. Izolace
zahrnuje ptipravu vzorku, pfidani ethanolu, navazani DNA na kolonku, promyvaci a elucni
krok. Ptiprava vzorku zahrnuje piipravu bunééné suspenze, ktera obsahuje 107 bunék. K této
suspenzi bylo pfidano 25 pl Proteinazy K a 200 pl roztoku Buffer 1. Roztok ve zkumavkach
byl nasledné promichan pomoci vortexu a inkubovan pii 70 °C po dobu 10-15 minut. Dal$im
krokem je pfidani ethanolu, ktery zajistuje specifické podminky pro navazdni DNA
na silikagelovou membranu. Pfed samotnym ptidanim 210 pl ethanolu je nutné zkumavku se
vzorkem kratce stocit (3000x g, 5 sekund). Po pfidavku ethanolu nasleduje dalsi stoceni na

vortexu.

Takto pfipraveny a fadné promichany roztok byl pipetovan na kolonku umisténou ve
sbérné zkumavce a centrifugovan 1 minutu pfi 11000 g. Poté byla kolonka s navdzanou DNA

postupné promyta dvéma promyvacimi pufry (500ul BL2 a 600ul BL3), které slouzi
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k odstranéni necistot. Po poslednim promyti byla sbérna zkumavka s nepotiebnym filtratem

odebrana a kolonka byla vloZena do nové a fadné oznacené zkumavky. Na stfed kolonky byl

napipetovan predehiaty eluéni roztok (50 nl BL4) a kolonka byla inkubovana po dobu 1 minuty

pii laboratorni teploté tak, aby doSlo k uvolnéni veSkeré DNA piitomné na silikagelové

membrané. Poslednim krokem izolace byla opét centrifugace. Takto byla ziskana cista

genomova DNA a ptipravena pro dal$i pouziti.

IZOLACE DNA - POSTUP

1.
2.

Obrazek 10: Postup izolace DNA (GENERI BIOTECH)

Pfiprava vzorku

1- 25 mg vzorku tkané na malé kousky

Pfedlyzaéni krok

180 pl Buffer BLO, 25 pl Proteinasa K

mix
56°C,1-3h

Lyza vzorku
200 pl Buffer Bl1
mix

70°C, 10 min

Pfidani ethanolu
210 pl ethanol (96-100%)

5.

Navazani DNA
nanést vzorek
centrifugace 1 min /11000 x g

6.

Promyvaci krok

500 pl Buffer BL2

centrifugace 1 min /11000 x g
600 pl Wash Buffer BL3
centrifugace 2 min /11000 x g

/.

Eluéni krok

100 pl pfedehiatého Buffer BL4 (70°C)

inkubace 1 min pfi lab. teploté
centrifugace 1 min /11000 x g
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8.2 Primery pro STR analyzu
Vybér vhodnych STR markert a navrh sekvenci komplementérnich primerid pouzitych
v této diplomové praci vychazi z pivodniho navrhu védci v ¢lanku Mouse cell line

authentication [62].

Do multiplexni reakce bylo vybrano devét tetranukleotidovych STR markerta. Dva STR
markery jsou umistény na Sestém chromozomu, ovS§em na opa¢nych raménkéach chromozomu,
takze nejsou v genetické vazbé a jsou od sebe v dostatecné vzdalenosti. Do testu byly zahrnuty
1 dva dobfe charakterizované lidsk¢ STR markery - D8S1106 a D4S2408. Tyto kontrolni

markery umoziuji odhalit pfipadnou kontaminaci lidskymi bunéénymi liniemi.

Cilem bylo ze vSech deviti vybranych polymorfisml sestavit a optimalizovat PCR
reakci, ktera by zjednodusila a usnadnila autentizaci mySich buné¢nych linii. P¥ehled vSech
STR markerti Ize najit v tabulce ¢. 3, ktera obsahuje sekvence primerit komplementarni
k vybranym STR polymorfismiim, jejich oznaceni dle GenBank a doporuc¢ené koncentrace.
Pro idealni prubéh reakce vSak musely byt v ramci této diplomové prace vSechny koncentrace
optimalizovany, jak je podrobnéji popsano v nasledujicich kapitolach. VSechny piimé
(forward) primery byly na zacatku znacCeny barvivem FAM na svém 5 konci. V pozd&jsi fazi
optimalizace jsme navrhli vicebarevné fluorescenéni znaceni pomoci tii fluorescencnich barviv

pro usnadnéni analyzy a jednodussi vyhodnoceni vysledkd.

8.3 Chemikalie, pristroje a dalSi material
GB Elite PCR Master Mix (Generi Biotech)
Primer mix (pfipraveny dle uvedenych tabulek)
DNA z buné¢nych linii NIH3T3, J774, WBF344
IWA (demineralizovana voda)

Termocykler, sekvenator, vortex, pipety, Spicky, laminarni box

8.4 SloZeni reakéni smési

1,49 ul gb Elite PCR Master Mix (téz testovany riizné koncentrace od 1,49 az po 2,98)
0,61 pl Primer mix

1 ul DNA

Doporucend koncentrace DNA je 0,5 ng/ul
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Tabulka 3: Pitehled pouZitych oligonukleotidii (primerit)

Doporucena
koncentrace v

msa'::er g‘;:;’::n"k' Nazev Primery (5'-3'konec) Znaéeni “";‘ﬁﬂ;‘““
18-3 NT_039674.8 M18-3_F TCTTTCTCCTTTTGTGTCATGC FAM 200
M18-3 R GTTTCTTGCTAAATAACTAAGCAAGTGAACAGA 200
4-2 NT_187032.1 Ma2 F AAGCTTCTCTGGCCATTTGA FAM 125
M4-2 R GTTCATAAACTTCAAGCAATGACA 125
B-7 NT_030353 8 ME7 F AGTCCACCCAGTGCATTCTC FAM 75
M6-7 R GTTTCTTCATGTGGCTGGTATGCTGTT 75
9-2 NT_ 0304748 MO2 F GGATTGCCAAGAATTTGAGG FAM 80
M9-2 R GTTTCTTTCCTGAGTTGTGGACAGGGTTA 80
15-3 NT_039617.8 M15-3_F TCTGGGCGTGTCTGTCATAA FAM 50
M15-3 R GTTTCTTTTCTCAGGGAGGAGTGTGCT 60
6-4 NT_030360.8 ME4_F TTTGCAACAGCTCAGTTTCC FAM 100
M6-4 R GTTTCTTAATCGCTGGCAGATCTTAGG 100
12-1 NT_ 030545 8 M12-1 F CAAAATTGTCATTGAACACATGTAA FAM 200
M12-1 R GTTTCTTTCAATGGTCAAGAAATACTGAAGTAC 200

AA

55 NT_100320.5 M55 F CGTTTTACCTGGCTGACACA FAM 300
M5-5 R GTTTCTTGGTTTAAAACTCAATACCAAACAA 300
X-1 NT_039706.8 MX-1_F GGATGGATGGATGGATGAAA FAM 300
MX-1 R GTTTCTTAAGGTATATATCAAGATGGCATTATCA 300
D8S1106  NT 1671871 D8S1106 F | GTTTACCCCTGCATCACTGG FAM 150
D8S1106 R | GTTTCTTTCAGAATTGCTCATAGTGCAAGA 150
D452408 NT 00631616 D4S2408 F | TCATTTCCATAGGGTAAGT GAAAA FAM 200
D4S2408 R | GTTTCTTGCCATGGGGATAAAATCAGA 200
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8.5 Amplifika¢ni teplotni profil

Teplotni profil DXS_26
95°C 2 min
94°C 1 min
62°C 1 min
70°C 3 min 30x
60°C 15 min

Amplifikaéni teplotni profil byl slozeny z denaturace, annealingu primerti a zaveére¢né
elongace. Profil DXS 26 mé¢l nasledujici parametry; reakcni cyklus obsahoval dva denaturacni
kroky. Byl zah4jen tepelnou denaturaci 95°C po dobu 2 minut. Nasednuti primerti probihalo pii
teploté 62°C po dobu 1 minuty. Nasledovala faze elongace pii teploté 70°C po dobu 3 minut
a s 30 cykly. Finalni elongaci pii 60 °C, pfti které dochézi k doplnéni fetézci, probihala po dobu
15 minut. Amplifikacni profil DXS 26 vychézi z ptivodniho teplotniho profilu s ozna¢enim
DXS 26, ktery byl pro tcely této prace optimalizovan. Cilem optimalizace bylo zkraceni doby

amplifikace a vyfesit nedostatecnou amplifikaci dlouhych fragmentt.

8.6 PCR amplifikace

PCR amplifikace probé¢hla v termocykléru pti pouziti vyse uvedeného slozeni reakéni
smési a optimalizovaného teplotniho profilu DXS 26. Nejprve probéhla PCR amplifikace
vSech testovanych STR lokusli samostatné (tj. v monoplexu) a byl tak ziskan profil bunéénych
linii NIH3T3 a J774. DalSim cilem bylo spojit 1-3 samostatné reakce do jedné multiplexni
reakce a timto zpisobem postupné docilit spojeni v§ech reakci do jedné multiplexni PCR. Bylo
nutné spravné sestavit Primer mixy tak, aby se nepiekryval rozsah alel jednotlivych
polymorfismi. Dale bylo nutné provést optimalizaci PCR metody a pfizplisobit podminky
amplifikace. Optimalizovali jsme koncentraci jednotlivych primert, pfidavek aditiv, teplotni
profil a koncentraci DNA v reakéni smési. Cilem optimalizace bylo nastavit podminky PCR

pro jednotlivé polymorfismy, aby bylo mozn¢ vytvofit funkéni multiplexni reakci.

8.7 Analyza PCR produktu

Ptislu$né produkty PCR, amplikony s odlisnou délkou, byly nasledné rozdéleny pomoci
kapilarni gelové elektroforézy. Pfimé primery byly pfi monoplexnich reakcich na svém 5 konci
znaceny fluorescencnim barvivem FAM. Pozdéji jsme pro usnadnéni analyzy navrhli
vicebarevné znaceni pomoci kombinace tii fluorescencnich barviv. Na zaklad€ udajii o délce
jednotlivych fragmentl byly urceny profily mySich bunéénych linii. Distribu¢ni rozsah alel
STR markert byl ptedbézné¢ uréen v praci Mouse cell line authentication [62].
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Tabulka 4: Korelace vztahu délky fragmentit (bp) a p¥islusnych alel

STR  Opakufici se motiv Korelace délky fragmenti a alel
18-3 [ATCT], 137 146 130 154 158 162 166 171 175 179
122 i3 16 17 18 ig 20 21 22 23
4-2 [GATAL[GATG].[ATAG], 209 213 216 217 220 221 222 224 225 223 232 236 240 244 248
14 i3 153 16 163 i7 Frs 173 i5 183 19.3 20.3 21.3 223 23.3
6-7 [CTAT], 333 337 41 345 349 352 355 356 360 363 364 66 368 376 a7 358
12 ii 14 15 16 ir 173 18 ig 9.3 20 204 21 23 23.1 26
9-2 [TAGA].[AGAT], 188 192 204 219 220 223 227 231 235
Ad &1 111 15 15.1 16 i7 18 ig
15-3 [TAGA]. 157 165 169 177 181 154 189 193 196 200 204 208 212 216 220 222
12 i4 15 17 18 18.3 183 20.3 21.3 223 23.3 24.3 233 26.3 27.3 28.1
G4 [ATAG].[ATGA]TAGA], 276 285 286 289 290 293 294 297 298 301 302 07 31l
11.2 13z 14 143 I3 133 16 16.3 17 173 I8 19 20
12-1 [AGAT].[GATA], 212 226 227 230 231 234 235 238 239 242 246 247 250 254 259
15 16 16.1 17 171 I8 181 12 9.1 20 21 21.1 22 23 24.1
a=3 [TATC], 326 330 334 338 342 346 350 354 365
11 I2 13 14 I5 16 i7 15 21
X-1 [ATAG].[ATGA]ITAGA]. 350D 385 389 3493 397 401 404 405 409 413 421 428 448
200 21 22 23 24 25 23.3 26 27 28 L 32 iz
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Délka jednotlivych amplikoni odpovida poctu opakovéani tandemovych repetic
a definuje alelu. Dle vysledki elektroforetogramu a tabulky €. 4 1ze urcit profil bunécnych linii
na zaklad¢ korelace mezi délkou fragmenti a alel. Timto zpiisobem byl urcen profil bunécné
linie NIH3T3, ktery jsme dale porovnavali s dostupnym referenénim profilem. Experimentalné
byl téZ urcen profil bunécné linie J774, kterd dosud nebyla naprofilovana a proto neni mozné ji
srovnat s referencnim profilem. Zaroven tak méla tato prace kromé optimalizace reakce 1 dalsi
prakticky pifinos a to naprofilovani bunécné linie J774. Soucasti setu testovanych lokusii jsou
1 kontrolni lidské polymorfismy D8S1106 a D4S2408, které by mély indikovat piitomnost
lidské DNA. Pokud v priitbéhu reakce nedoslo ke kontaminaci lidskou DNA, nemély by tyto
lokusy byt zachyceny.

8.8 Sestaveni multiplexni reakce

Pocatecni monoplexni analyza slouzila pfedev§im k ovéteni funkénosti vSech primeri
a zjiSténi, jestli jsou spravné naznacené a jestli maji amplikony odpovidajici délku.
Po pozitivnich vysledcich monoplexni analyzy, které¢ ukdzali, Zze primery jsou v samostatné
reakci pln€ funkéni a analyzy poskytuji stabilni vysledky, nasledovalo sestaveni multiplexu.
Pro zjednoduSeni jsme nejdiive sestavovali tii zkuSebni multiplexy, které spojovali
3 samostatné reakce a to tak, aby se neptekryvaly polymorfismy se stejnym velikostnim
rozsahem. Timto zplGsobem bylo zajiSténo piehledné odecitdni jednotlivych alel. Zaroven
analyza tfi spojenych reakci umoziuje jednodussi optimalizaci reakénich podminek, nez pii

testovani vSech deviti lokusti najednou.

Testovano bylo nékolik multiplexti. V multiplexech s pofadovym c¢islem PMMI1 az
PMM3, bylo testovano spojeni tii samostatnych reakci do jedné. Celkovy objem multiplexu byl
200 ul. Nejprve byly vSechny pfimé i reverzni primery ptidavany do zkuSebnich multiplext ve
stejné koncentraci jako v monoplexu. Postupné s ohledem na vysledky byla jejich koncentrace
optimalizovéna. Hlavnim problémem totiz byla nedostate¢nd amplifikace fragmentti s délkou
nad 300bp. To jsme fesili navySenim koncentrace dlouhych fragmentd v primer mixu, dokud
nebylo dosazeno jejich amplifikace v dostate¢né kvantité. V ptipadé, kdy nebylo ani navySeni

koncentrace uc¢inné (u lokusu X-1), bylo nutné dale optimalizovat reakeci.
SloZeni zkuSebnich multiplex:
e Primer mix ¢. 1-12-1, 6-7, 9-2

e Primer mix ¢. 2 — 18-3, 5-5, 4-2
e Primer mix ¢. 3 — 15-3, 6-4, X-1
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Po optimalizaci koncentrace ve zkuSebnich multiplexech nasledovalo spojeni vSech tii
dil¢ich reakei do jedné multiplexni PCR a sestaveni tabulky findlnich koncentraci vSech lokust.
Protoze néckteré lokusy maji podobny délkovy rozsah, je problematické, je pii pouziti

jednobarevného znaceni odlisit. Dalsim krokem proto byl nédvrh vicebarevného znaceni.

8.9 Analyza smiSenych vzorkiu

Dal$im cilem prace byla analyza smiSenych vzorkl, které¢ kromé genomové DNA
izolované z bun¢k mysi bunécné linie NIH3T3 obsahovaly i DNA z bunécné linie krysy
WBF344. Tyto vzorky byly analyzovany za ucelem vyhodnoceni schopnosti multiplexniho
testu detekovat i nizké urovné kontaminace buné¢k NIH3T3. Bunééna linie WBF344 v tomhle
ptipad¢ je modelovy kontaminant, ktery byl do reakce pfidan v riznych pomérech. DNA byla
pfidana do jednotlivych reakci s kone¢nou koncentraci 1 ng celkové DNA v nésledujicich
pomé&rech NIH3T3: WBF -1:9,2:8,3:7,5:5,7:3,8: 2a09: 1. Bylo hodnoceno, jestli byly

zachyceny vSechny fragmenty a jestli byl ziskdn kompletni profil.

8.10 Optimalizace lokusu X-1

Dal$im cilem prace bylo zoptimalizovat multiplexni reakci tak, aby dochazelo
k rovnomérné amplifikaci vSech fragmentt. Jako nejvice problematicky se ukazal byt nejdelsi
lokus s nazvem X-1 o délce 398 bp. Dochazelo k prednostni amplifikaci kratkych fragmentd
a lokus X-1 nebyl v multiplexni reakci zachycen viitbec nebo jen ve velmi nizké kvantité.
Z tohoto ditvodu jsme zaméfili optimalizaci reakce predevsim na tento lokus. Nejjednodussim
feSenim bylo navysit jeho koncentraci. Testovali jsme tak rizné koncentrace lokusu X-1 ve
vysledném sloZeni multiplexu v rozmezi 300 nM az 500 nM. Ani jedna z testovanych
koncentraci nebyla optimalni. Doslo sice k zachyceni X-1, ale jen jako velmi slaby pik na

vysledném elektroforetogramu.

Dals§im pokusem o optimalizaci lokusu X-1 bylo navySeni mnoZstvi Master Mixu GB
Elite v reakéni smési. Pouzity Master Mix jiz obsahuje smés volnych nukleotidd, PCR puft,
polymerazu a hotfe¢naté ionty, které slouzi jako kofaktory polymerazy. V nasem piipadé byl
pouzit Master Mix GB Elite do firmy Generi Biotech, ktery se diky specialnimu slozeni se
vyznacuje zvySenou odolnosti vii¢i inhibitorim PCR, obsahuje vSechny komponenty nutné
k PCR a obsahuje Taq polymerazu typu hot-start s kratkym aktivacnim ¢asem (3 min / 95 °C),
ma 5’-3" polymerazovou a exonukledzovou aktivitu. Jeho pouzitim se vyrazné snizuje ¢as nutny
pro piipravu PCR reakce. Pii multiplexni PCR v podstaté dochazi ke kompetici 0 zdroje —

polymerazu, volné nukleotidy a hofecnaté ionty. Zarovent dochazi k pfednostni amplifikaci
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kratkych fragmentt. V pfipadé zvySeni mnozstvi téchto komponent by mélo byt k dispozici
vice zdroji 1 pro dlouhé fragmenty. Vyzkouseli jsme proto rizné slozeni reakéni smési.
Ve standardnim slozeni reak¢ni smés obsahovala 1,49 pl gb Elite PCR Master Mixu.
Pti optimalizaci reakce jsme testovali riizné koncentrace GB Elite Master mixu od 1,49 az po
dvojnasobné mnozstvi GB Elite, coz je 2,98 pl. Analyza byla provadéna na obou bunéénych

liniich NIH3T3 1 J774 a pfi rizném fedéni DNA.

Dalsim provedenym testem s cilem optimalizovat reakci bylo vyzkouseni jiného druhu
polymerazy. Dosud byla pii reakcich pouzivana termostabilni Taq polymeraza z druhu
termofilnich bakterii Thermus aquaticus, s kratkym aktiva¢ni casem. Nasim cilem bylo zjistit,
jestli ma polymeraza dostateCnou polymerazovou aktivitu a negativné neovlivituje multiplexni
reakci. Pro ovéfeni této teorie jsme provedli sérii pokust s polymerdzou Taq Gold, coz je
chemicky modifikovand hot start polymeraza, kterd k zahajeni své aktivity pottebuje zvySeni
teploty. Tag Gold polymeraza by méla mit vétsi robustnost a specifitu nez bézné pouzivana

polymeréza.

8.11 Testovani vlivu aditiv na PCR produkty

Do reakéni smési jsme piidavali aditiva za Gcelem zlepSeni PCR reakce a navySeni
kvantity dlouhych produktt. Aditiva napomahaji funkci polymerazy, zlepsuji specifitu reakce
a zvySuji stabilitu templatu v denaturované formé. Do reakce jsme pouzili aditiva BSA (hovézi

sérovy albumin) a DMSO (dimetylsulfoxid).

BSA bylo pfidavano do reakéni smési za ticelem neutralizace inhibitori polymerazy,
jako jsou naptiklad melanin, hemin nebo ionty Zeleza. Hovézi sérovy albumin jsme do reakce
pfidavali v rozmezi koncentraci 50 - 500 pg/ml, pficemZ plivodni master mix (GB Elite) jiz
BSA obsahuje. ZvySenim koncentrace aditiva jsme se snaZili zamezit inhibici polymerazy

a zvysit kvantitu produkta.

Dimetylsulfoxid byl ptfidavan do reakce v koncentra¢nim rozmezi 1 — 10 %. DMSO
aditivum zlepSuje specifitu a G¢innost obzvlasté u sekvenci bohatych na G a C nukleotidy,

jelikoz rusi vodikové vazby a diky tomu redukuje vznik sekundarnich struktur templatu.

Aditiva jsme piidavali do reakéni smési obsahujici 1,49 pl master mixu GB Elite, a 0,61
ul primer mixu a 1 pl 50 x nebo 20x fedéné DNA. Testovan byl vliv aditiv na obé bunécéné
linie J774 1 NIH3T3. Vliv aditiva byl hodnocen dle kvantity produktu a vyskytu nezadoucich
pikt, Jako kontrola byl vyuzit master mix GB Elite bez aditiv.
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8.12 Navrh multiplexni reakce s vicebarevnym znacenim

Po 1uspésném sestaveni zkuSebnich multiplexi nasledovalo sestaveni finalniho
multiplexu. Zkusebni multiplexy spojovaly vzdy tfi samostatné reakce, findlni multiplex jiz
spojuje vSech devét reakci do jedné. Setii tak naklady na analyzu, minimalizuje chyby

a zrychluje prubéh analyzy. Jelikoz délka nekterych amplikonti je velmi podobna, navrhli jsme

vicebarevné znaceni s pouzitim tfi fluorescen¢nich barviv.

Applied Biosystems Standard Dye Sets for Genotyping Applications

Dye Set

E5 A D D F G5 c §
Blue Dyes dR110 5-FAM™ 6-FAM™ 6-FAM 5-FAM 6-FAM 6-FAM 6-FAM
Green Dyes dR6G JOE™ HEX™ viCe JOE VIC TET™ dRBG
dTAMRA™ TAMRA™ NED™ NED NED NED HEX
dROX™ ROX™ ROX ROX ROX PET* TAMRA
Liz® Lz Lz

Obrazek 11: Piehled setii fluorescencniho znaceni pouZivanych pro genotypizaci (GENERI BIOTECH)

V ramci genotypizace se pouziva ne€kolik standardnich setll fluorescencniho znaceni.
VétSinou se jedna o kombinaci tii az Ctyf fluorescenénich dye, kterymi se naznaci vybrané
primery tak, aby se nepiekryvali fragmenty o stejné délce. Vyhodou je pak jednodussi odecitani,
protoze vysledky jsou rozd€lené do barevnych kanalti. V daném barevném kanalu pak jsou
pouze piky lokust naznacenych jednou fluorescenéni dye. V naSem ptipadé jsme se rozhodli
pro systém s pouzitim tfi fluorescencnich dye — modré 6-FAM, zelené HEX a cervené
CFR 610.

CFR 610 je fluorescencni znacka z oranZovo-cervené oblasti s absorpénim maximem
590 nm a emisnim maximem 610 nm. 6-FAM je izomer 6-karboxyfluoresceinu s absorpénim
maximem 495 nm a emisnim maximem 520 nm. HEX je hexachlorofluorescein, jeho absorpéni

maximum je 537 nm a emisni maximum 556 nm, béZn¢ je vyuzivan v multiplexnich reakcich.
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lokus modifika min max rozsah 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400

18-3 | FAM 135 179 11] 0,75 0,75

15-3 | 610 157 222 |1625] 08 08

4-2 FAM 209 248 9,75] 0,85/ 0.85

121 | HEX | 222 259 925 09 09

5-5 FAM 258 298 10| 0,95/ 0,95

6-4 610 270 311 |102s] 1] 1 -
9-2 FAM 318 360 10,5] 1,05/ 1,05

6-7 HEX | 332 388 [137s] 1.1] 1.9

x-1 610 357 442 |21251,151.15

Obrdzek 12: Navrh vicebarevného fluorescencniho znaceni dle délky amplikonii

| .
Fluorescenéni Fluorescendéni 0 Fluorescentni
znaceni 6-FAM znateni HEX znaceni CFR-610
Obrazek 13: Vzorce pouZitych fluorescencnich dye (GENERI BIOTECH)
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Jednotlivé primery byly naznaceny dle obrazku €. 11 na pfedchozi strané tak, aby se
nepiekryvaly v ramci jedné barvy amplikony se stejnym rozsahem. Do obrazku je navic
vepsana délka amplikonu, pfi¢emz tento udaj jsme ziskali experimentalné z naSich analyz.
Lokusy 15-3, 6-4 a X-1 byly modifikovany CFR-610. Dalsi ¢tyii lokusy 18-3, 4-2, 5-5 a 9-2
byly oznaceny 6-FAM. Zbylé dva lokusy 6-7 a 12-1 byly oznaceny barvivem HEX.

Navrh vicebarevného znaceni byl poté testovan na obou mysich bunécnych liniich J774
a NIH3T3. Jako kontrolu jsme do testu zatradily 1 potkani bunécnou linii WBF344 a jako

negativni kontrolu vodu.

8.13 Identifikace extrahumanni DNA metodou fragmentaéni analyzy

COX1

V diplomové préci jsme se zabyvali metodou optimalizace multiplexni PCR reakece,
ktera slouzi k efektivni autentizaci mySich bunéénych linii. Metoda STR analyzy vSak slouzi
pouze k identifikace jedince. Nasim cilem bylo ziskat co nejkomplexngjsi informace o dané
bunécné linii. Nad ramec této prace jsme se proto krom& STR analyzy zabyvali i identifikaci
extrahumanni DNA metodou fragmentac¢ni analyzy COX1. Tuto metodu lze vyuzit pro ureni
Cistoty bunécné linie, pficemz je mozné identifikovat az 14 nejcastéjSich druhli soucasné
Vv jedné reakci. Dale metodu Ize vyuziti ur€eni druhu ptivodce DNA a druhové autentizaci non-

human bunéénych linii. Cilem pro amplifikaci je 648 bp dlouhd genova sekvence COI1

(cytochromoxiddzy) v mitochondridlni DNA, ktera vykazuje zna¢né mezidruhové rozdily.

Vychazeli jsme z ¢lanku Species identification in cell culture: a two-pronged molecular
approach [43]. V tomto ¢lanku byl navrzen test pro detekci mezidruhové kontaminace
a ovéfeni druhu bunécéné linie. My jsme pivodni metodu prevedli na sekvenator, takze
vysledkem je elektroforetogram. Jejim principem je druhové specifickd PCR, kdy primery jsou
navrzeny tak, aby fungovaly v multiplexnim PCR testu a generovaly amplikon o velikosti
specifické pro kazdy detekovany druh. Podle druhové pfislusnosti tak vznikaji riizné¢ dlouhé
amplikony. Zkouseli jsme optimalizovat multiplexni test zaloZzeny na PCR, tak abychom rychle
identifikovali nejbé€zng&jsi druhy bunécnych linii a odhalili pfipadnou mezidruhovou
kontaminaci DNA. Velikost fragmentt, findlni koncentrace v reakci a sekvence primeril jsou
uvedeny v. Tabulce ¢.5. Ptiprava vzorku zahrnuje izolaci DNA podle postupu uvedeného

v kapitole 8.1.
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8.13.1 Primery pro COX1 fragmentacni analyzu

Sekvence primert a jejich koncentrace v multiplexni reakci pouzitych v této diplomové
praci vychazi z pavodniho navrhu védcu v ¢lanku Species identification in cell culture: a two-
pronged molecular approach [43]. Test vyvinuty v tomto ¢lanku umoznuje identifikovat az 14
nejcastejSich druhti najednou. V nasSem piipade jsme méli k dispozici pouze DNA z nékterych
uvedenych zivo¢isnych druhd. Do testu jsme proto zahrnuli pouze DNA z mysi buné¢né linie
J774, potkani bunécnou linii WB344, VERO buiky koc¢kodana, CHO buiiky kiecka a lidské
bunécné linie SKOV a Hep. Vsechny pitimé (forward) primery byly na zacatku znaceny

barvivem FAM na svém 5 konci.

Tabulka 5: Primery pro COXI analyzu a velikost piislus§ného amplikonu

velikost koncentrace
X druh v reakci nazev Primery (5 konec- 3’konec)
amplikonu (M)
. Sus-F CTACTATCCCTGCCAGTT
460 vepr 200
Sus-R GAATAGGAAGATGAAGCCC
L. Homo-F TAGACATCGTACTACACGACACG
391 clovék 100
Homo-R TCCAGGTTTATGGAGGGTTC
Felis- F TATT ATTCCTA: T
341 koika 200 e !s GCC CCTACCGGGGTG
Felis- R ACGTTATATTGACTCCTACAAACATAATC
Er'cet“'us' ACTAACCCGCTTCTTCGCATTC
315 kiecek 200 Cricetulus-
R GCGTAGGCGAACGGAAGTATC
Macaca-F | CCCACCCAGTTCAACTAAGC
287 makak 400
Macaca-R | AATGGTGAAGGATGGGTCG
Ovis-F CGATACACGGGCTTACTTCAGG
267 ovce 200 -
Ovis-R AAATACAGCTCCTATTGATAAT
. Equus-F | CTGCCCTAAGCCTCCTAAT
243 kun 200
Equus-R | AGAAGTAGGAATGATGGGGG
Ceratop-F |CTTCTTTCCTGCTGCTAATG
222 kockodan 400 P
Ceratop-R | TTTGATACTGGGATATGGCG
Rattus-F | CGGCCACCCAGAAGTGTACATC
196 potkan 100
Rattus-R | GGCTCGGGTGTCTACATCTAGG
Canis-F GAACTAGGTCAGCCCGGTACTT
172 pes 200 -
Canis-R TTCGGGGGAATGCCATGTC
. Mus-F ATTACAGCCGTACGCTCCTAT
150 mys 140
Mus-R CCCAAAGAATCAGAACAGATGC
. Orynt-F CGCCTATACAATATGAAATACTGTT
136 kralik 200
Orynt-R TGTGGTTGTTAGTTCAATAGTCT
Capra-F ATATCAATCGGGTTTCTAGGATTTATT
117 koza 200
Capra-R | AGTTGGGATAGCGATAATTATGGTAGT
102 tur 200 Bos-F GCTATTCCAACCGGGGTAAAAGTC
Bos-R GAAAATAAAGCCTAGGGCTCAC
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8.13.2 Chemikalie, pFistroje a dal$i material
GB Elite PCR Master Mix (Generi Biotech)

Primer mix (pfipraveny dle uvedenych tabulek)

DNA z bunéénych linii J774, WBF344, VERO buiky kockodana, CHO bunky kiecka, lidské
bunécné linie SKOV a Hep, DNA izolovana z mletého masa vepie

IWA (demineralizovana voda)

Termocykler, sekvenator, vortex, pipety, Spicky, laminarni box

8.13.3 Slozeni reakéni smési

9,19 ul gb Elite PCR Master Mix
3,81 pl Primer mix
1 ul DNA

Demineralizovanou vodou doplnit do 20 pl

8.13.4 Amplifikac¢ni teplotni profil

Teplotni profil COX
95°C 5 min
95°C 30s  30x
60°C 15min
72°C 30s
72°C 7min
4°C ad finitum

8.13.5 Postup izolace DNA z mletého masa

Izolace DNA z tkani vyzaduje jiny postup, nez izolace z bunétné suspenze. Vzorek
mletého masa bylo nutné izolovat v 15ml zkumavkéch s pouzitim izola¢niho kitu firmy Generi
Biotech. Nejprve je vzorek oSetfen 1ml xylenu po dobu 10 minut. Poté nasleduje vortexovani,
odsati xylenu a dvakrat oplach ethanolem vZdy po dobu 1 minuty pii 56 °C. Od tohoto kroku
je jiz postup izolace shodny s protokolem pouzitym k izolaci DNA z buné&cné suspenze nebo

Z bukalniho stéru.

Nasledujicim krokem je proto pfidani 360 ul BLO, 25 pl PK pii 56 °C a inkubace 1 hod.
Poté ptidavek 400 pl BL1; pti 70 °C a inkubace 15 min. Nasleduje ptidavek 420 pl EtOH a 500
ul BL2 a 600 pl eluéniho pufru BL3.

56



8.13.6 PCR amplifikace a vyhodnoceni vysledki

PCR amplifikace probéhla v termocykleru pti pouziti vyse uvedeného slozeni reakéni
smési a dle uvedeného teplotniho profilu. Nejprve jsme testovali vzorky s DNA jednotlivych
bunécnych linii samostatn¢, pozdé€ji vSechny dohromady jako smésny vzorek obsahujici vice
DNA z vice druhta. Testovali jsme DNA vV rtiznych koncentracich od 1ul az po 2 ul DNA
v reakéni smési. Pfislusné produkty PCR, amplikony s odliSnou délkou, byly nésledné
rozdéleny pomoci kapildrni gelové elektroforézy. Na zaklad¢ udaji o ocekavané délce

amplikont u jednotlivych druhti, jsme odecetly vysledky ze sekvenatoru.

Tabulka 6: Porovnani vysledkic COXI analyzy a oéekdvanych vysledkii

ocekavana zjisténa
druh bunécna linie | velikost velikost

amplikonu amplikonu
¢lovék SKOV 391 386
Clovék Hep 391 386
mys 1774 150 145
potkan WBF344 196 195
kockodan VERO 222 219
vepr mleté maso 460 462
krecek CHO 315 315

Z vysledki monoplexni analyzy vyplyva, Zze se nam podaftilo identifikovat vSechny
testované druhy. Mezi o¢ekavanou a zjisténou velikosti amplikonu byl minimalni rozdil. Pro
dalsi pouziti této metody by vSak bylo vhodné pouzit jiny vnitini standard, ktery by platil i
v rozmezi pod 100 bp.

V dal$im kroku jsme se pokusili propojit vSechny samostatné reakce do jednoho
multiplexu. Nepodafilo se nam vSak zachytit v§echny druhy. Tato metoda vyzaduje dalsi
optimalizaci multiplexni reakce. Vhodné by bylo 1 navrhnout vicebarevné znaceni. AZ po dalsi
optimalizaci bude metoda vhodna k rutinnimu pouZziti a jako uZite¢ny nastroj pro snadné
a spolehlivé urceni druhu bunécné linie. JelikoZ jsme tuto metodu zkouSeli nad ramec této

diplomové prace, dalsi optimalizace jiz nebyla naplni nasi experimentalni ¢innosti.

57



9. Vysledky a diskuze

Optimalizace reakce byla provadéna na vzorcich bunéénych linii NIH3T3 a J774.
Z téchto dvou bunécnych linii byla dle uvedeného postupu izolovana genomova DNA.
Do reak¢ni smési bylo pipetovano 1,49 ul MM GB Elite a 0,61 ul primer mixu. Dalsi soucasti
reakce byl 1 pl fedéné templatové DNA.

U obou bunéénych linii NIH3T3 a J774 jsme testovali rozsah koncentraci DNA.
Puvodni doporucena koncentrace DNA byla 0,5 ng/ ul. Testovana byla rizna fedéni od
5x fedéné DNA az po 50x fedénou DNA. Rlzna fedéni davala dobré vysledky, coz naznacuje
vysokou robustnost této metody. U 50x fedéné DNA byla kvantita produktl jiz nizsi. Jako
nejoptimalngjsi se ukédzalo fedéni templatové DNA 5x nebo 10x a toto fedéni bylo pouzito

v dalSich reakcich.

9.1 Stanoveni profili bunéénych linii NIH3T3 a J774

Samotna PCR amplifikace prob¢hla pii pouziti vyse uvedeného slozeni reakéni smési
a optimalizovaného teplotniho profilu DXS 26. Prvnim krokem bylo ovéfeni reakce
samostatné pro kazdy testovany lokus (tj. v monoplexu) a stanoveni profilii testovanych
bunécnych linii NIH3T3 a J774. Timto zplsobem byl ur¢en profil bunééné linie NIH3T3, ktery
jsme porovnali s dostupnym referen¢nim profilem. Vysledky byly shodné. Povedlo se nam
zachytit vSechny lokusy, které odpovidaji ptislusnym alelam a to i pti opakovaném provedeni

analyzy. Usp&$né jsme zachytili i obé alely u heterozygotnich lokust.

Experimentalné byl téZ urCen profil bunécné linie J774, kterda dosud nebyla
naprofilovana a proto neni mozné ji srovnat s referen¢nim profilem. V ramci této diplomové

préce se tak podafilo ziskat novy referen¢ni profil pro buné¢nou linii J774.

Kontrolni lidské polymorfismy D8S1106 a D4S2408, které by mély indikovat
pritomnost lidské DNA, nebyly dle o¢ekévani zachyceny. Jelikoz slouzili pouze jako kontrola

kontaminace lidskou DNA, nebyly jiz dale sou¢asti navrhu multiplexni reakce.

58



Tabulka 7: Experimentalné urcéeny profil bunécné linie NIH3T3 a jeho porovndni s referencénim profilem

NIH3T3
referencni profil experimentalni profil
lokus | délka amplikonu(bp) alely délka amplikonu (bp) alely délka amplikonu (bp)

18-3 135-179 17,19 154, 162 17,19 154,164
4-2 209 - 248 19.3, 19.3 232 19.3, 19.3 232
6-7 333 - 388 12,12 333 12,12 334
9-2 318 - 360 15,16 219, 223 15, 16 220, 224
15-3 157 - 222 20.3, 20.3 193 20.3, 20.3 193
6-4 270 - 311 14.3, 14.3 289 14.3, 14.3 289
12-1 222 - 259 20, 20 242 20, 20 240
5-5 258 - 298 14,15 338, 342 14,15 335, 340
X-1 357 - 442 25,25 401 24 398

Tabulka 8: Profil bunécné linie J774

J774
experimentalni profil
lokus | délka amplikonu(bp) alely délka amplikonu (bp)

18-3 135-179 17,19 155, 161
4-2 209 - 248 19.3, 19.3 232
6-7 333 - 388 12,12 334
9-2 318 - 360 15,16 220, 224
15-3 157 - 222 22.3,22.3 201
6-4 270 - 311 17,17 298
12-1 222 - 259 16, 20 225, 240
5-5 258 - 298 14 335
X-1 357 - 442 24 398

9.2 Sestaveni a finilni sloZeni multiplexni reakce

DalSim krokem bylo spojit jednotlivé reakce do multiplexni PCR. Testovany byly tii

verze zkuSebnich multiplexti, pficemz koncentrace primert byla optimalizovana. Vychazeli

jsme z doporu¢enych koncentraci a postupné testovali rizna rozmezi koncentraci od 60 nM az

po 500 NM u nejdelSich fragmentl. Prvni zkuSebni multiplex obsahoval polymorfismy 12-1,

6-7 a 9-2 v doporucenych koncentracich. JelikoZ se vSak nejdel$i polymorfismus 6-7

neamplifikoval s dostate¢nou intenzitou, bylo nutné zvysit koncentraci z ptivodnich 75 nM na

175 nM. Tato koncentrace jiz pfispéla k amplifikaci produktu v dostatecné kvantité.
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Sample File Sample Hame Panel 05

2017-02-14 C03 Bun ABI31004 2017-02-14 10-43 9165 1f=za i MNone i
an . 160 240 : 320 400
400 0-2 12-1 6-7
3000
1500
. al \

Obrazek 14: Testovani zkusSebniho Primer mixu 1 na bunécné linii NIH3T3

Druhy multiplex obsahoval polymorfismy 18-3, 5-5 a 4-2. | vtomto piipadé doslo
k nedostatecné amplifikaci jednoho z lokusi. Lokus 5-5 se neamplifikoval v dostatecné mite,
jak je vidét na nize uvedeném elektroforetogramu. Jedna o dlouhy fragment s délkou nad 300
bp. Pravdépodobné dochézelo k pfednostni amplifikaci kratkych produkt a nasledkem toho
nebyly dlouhé fragmenty amplifikovany v dostatecné kvantité. Z tohoto divodu byla jeho
koncentrace navySena z ptavodnich 300 nM na 350 nM. Podobné jsme postupovali i dlouhych

fragmentti v poslednim z multiplexi.

Sample File Sample Name Panel
2017-03-01 FOS Run ABI3100A 2017-03-01 09-24 9213 4.fsa 4 hone
50 100 180 200 250 300 350 400
1500
18-3 4-2 5.5

1000

500

phn J! ml Ul JL[

Obrazek 15: Testovani zkuSebniho Primermixu 2 na bunécné linii NIH3T3

Tteti multiplex obsahoval lokusy 15-3, 6-4 a X-1. Nejdelsi fragment X-1, ktery ma
délku amplikonu 398 bp, se neamplifikoval v dostate¢né kvantiteé. Z tohoto divodu jsme opét
navysily jeho koncentraci z pivodnich 200 nM na 300 nM. Tato koncentrace vSak stale

nezajistila amplifikaci produktu v dostatecné kvantité a bylo nutné zajistit dal$i optimalizaci

reakce.
- 14 10- [1z Mone [ |
45 1.35 ) ??5 35 405
3300 15-3 6-4
2200 X1

1100

i | i, J

Obrazek 16: Testovani zkuSebniho Primermixu 3 na linii NIH3T3
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DalSim krokem bylo spojeni tfech dil¢ich reakci do jedné multiplexni reakce. Vysledné
slozeni finalniho multiplexu zobrazuje tabulka ¢. 9., ktera obsahuje informace o finéalni
koncentraci jednotlivych lokusii a udava kolik ul je tieba pipetovat, kdyz na pocatku byly

primery v roztoku o vstupni koncentraci 100 uM.

60 120 180 240 300 360

2100 18-3 15-3 0.2 6-7
14610 12-1 5-5

”': Jll . / .MAJL Al J.Jlﬁf.]blll n l

Obrazek 17: NIH3T3 multiplexni reakce, znaceni FAM

Podatilo se nam zachytit vSechny lokusy az na fragment X-1. Dale jsme se proto
zabyvali optimalizaci reakce s cilem zajistit jeho dostate¢nou amplifikaci. ZvySovali jsme
koncentraci X-1, experimentovali s teplotnim profilem, pfidavkem aditiv, s odlisnou

polymerazou a s navySenim mnozstvi Master Mixu GB Elite v reakéni smési.

Tabulka 9: Slozeni multiplexni reakce

Finalni slozeni multiplexu
lkovy . . v ni i vany
gf)je(r)n Y lokus oznaceni ?nnl\j;m FEMEETIEED k:;uc’:antrace gbﬁ::r? 1%0yuM
(ul) (uM) roztoku (ul)
12-1 M12-1 F 200 100 2
M12-1 R 200 100 2
6-7 M6-7_F 175 100 1,75
M6-7_R 175 100 1,75
9-2 M9-2 F 80 100 0,8
M9-2_R 80 100 0,8
18-3 M18-3 F 200 100 2
M18-3_R 200 100 2
200 5-5 M5-5 F 350 100 3,5
M5-5_R 350 100 3,5
4-2 M4-2_F 125 100 1,25
M4-2_R 125 100 1,25
15-3 M15-3 F 60 100 0,6
M15-3_R 60 100 0,6
6-4 M6-4_F 100 100 1
M6-4_ R 100 100 1
X-1 MX-1_F 300 100 3
MX-1_R 300 100 3
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9.3 Optimalizace teplotniho profilu

Vhodné optimalizovany teplotni profil je nezbytnym aspektem pro PCR reakci.
Vychozim amplifika¢nim profilem by teplotni profil s oznacenim DXS 20. V prubchu
optimalizace jsme vSak upravovali Casy a teploty jednotlivych krokli se zamérem zvysit
koncentraci dlouhych produktd tak, aby bylo mozné je kvalitné vyhodnotit. V ptuvodnim
amplifika¢nim profilu DXS 20 jsme m¢li 3 kroky denaturace. Prvni 95 °C po dobu 11 minut,
druhy 96 °C 2 minuty a tieti 94 °C 1 minutu. Pozdéji jsme pro zjednoduSeni reakce spojili tii
kroky denaturace do mens$iho poctu krokl a doba denaturace se tak zkratila. Dosazeno toho
bylo odebranim druhého kroku denaturace 96 °C po dobu 2 minut, ¢imz se zvysila ¢innost
polymerazy, kterou vysSi teplota postupné deaktivuje. Zaroven jsme zkratili Cas prvni
denaturace z ptivodnich 11 minut na pouhé 2 minuty. Tato doba denaturace by méla byt
dostate¢na pro denaturaci templatové DNA a jeji zkraceni umoziuje tsporu cCasu. Tteti krok
denaturace byl nezménén. Dale byl optimalizovan Cas elongace, ktery se ukazal jako
nejucinnéjsi po dobu 3 minut misto pivodnich 2,5 minuty. Prodlouzeni casu elongace bylo
dualezité, aby byl dostatek ¢asu pro prodluZzovani delSich fetézct, jejichz amplifikaci jsme méli
VvV ramci optimalizace reakce problém (konkrétné lokus X-1).

Finalni elongaci pfi 60 °C, pii které dochazi k doplnéni fetézcl, jsme zkratili
Z ptivodnich 60 minut na 15 minut. Z vysledki experimentu vyplyva, Ze finalni elongace

trvajici 15 minut méla stejné vysledky jako ptivodnich 60 minut. Jejim zkracenim jsme zaroven

vyrazné zkratili dobu amplifikace.

Tabulka 10: Pivodni amplifikaéni profil

Teplotni profil DXS_20
95°C 11 min
95°C 1 min
94°C 1 min
62°C 1 min
70°C 2,5 min 30x
60°C 60 min

Tabulka 11: Optimalizovany amplifikaéni profil

Teplotni profil DXS_26
95°C 2 min
94°C 1 min
62°C 1 min
70°C 3 min 30x
60°C 15 min
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Vysledkem optimalizace je profil DXS 26, ktery umoznuje vyrazné rychlejsi
amplifikaci a poskytuje srovnatelné¢ vysledky s ptivodnim profilem DXS 20. Produkty se
amplifikuji se stejnou kvantitou a poskytuji piky o stejné vysce. Z divody tspory ¢asu byl dale
ve vSech reakcich pouzivan tento optimalizovany amplifika¢ni profil. Pavodni problém —
nedostate¢nou amplifikaci dlouhych fragmenti se ovSem optimalizaci teplotniho profilu

nepovedlo vyfesit a bylo proto nutné pfistoupit k dal§im krokiim optimalizace.

40 120 360

2400

2E"'J ZB0
" I l ‘ DXS_20
m: i h .lll Ll 1‘|l l .L
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360
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Obrdzek 18: Porovndni pitvodniho a optimalizovaného prodilu DXS 26
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9.4 Analyza smiSenych vzorki

Soucasti prace byla i analyza smiSenych vzorkli za G¢elem vyhodnoceni schopnosti
multiplexniho testu detekovat 1 nizké urovné kontaminace. Jako kontaminant byla zdmérné
pouzita potkani bunécné linie WB344. Analyzovano bylo dohromady 14 vzorkd o riznych
pomérech obsahu DNA bunéénych linii NIH3T3 a WB344. Nejvice kontaminovany vzorek
obsahoval pomér DNA linii NIH3T3 a WB344 1:9. I ptesto, ze DNA testované bunécna linie
NIH3T3 tvoftila pouhou desetinu z celkové DNA ve vzorku, podafilo se ndm zachytit vSechny
testované lokusy. VSechny lokusy se podaftilo téZ zachytit i ve vSech dalSich pomérech. Lokus
X-1 byl vSak zachycen s velmi nizkou intenzitou, coz ov§em neni z divodu kontaminace. Tento
lokus bylo problematické zachytit i v reakcich s pouZitou €istou bez kontaminace. Vysledky
ukazuji, Ze metoda ma velkou robustnost a poskytuje kompletni profil bunééné linie i pii jeji

velmi nizké koncentraci.

9.5 Optimalizace lokusu X-1
Dalsim krokem byla optimalizace lokusu X-1, ktery ve vétSing ptipadi nebyl zachycen.
Dlvodem byla pfednostni amplifikace kratkych fragmenti, kdy na vysledném

elektroforetogramu byla vidét klesajici vyska pikli v zavislosti na rostouci délce amplikonu.
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Pokud jsou dlouhé fragmenty slabé, je nékolik moznych feSeni — zvysit koncentraci primera
slabého lokusu, upravit teplotni profil navySenim Casu extenze, ptidavkem aditiv nebo zménou

koncentrace Master mixu v reak¢éni smési. VyzkousSeli jsme rizné kombinace téchto moznosti.

Prvnim zvolenym krokem k optimalizaci lokusu X-1 byla optimalizace jeho
koncentrace ve vysledném slozeni multiplexu. Testovany byly koncentrace v 300 nM az 500
nM. OvSem ani pfes navySeni koncentrace se nepodafilo tento lokus zachytit v dostatecné
kvantit€. OvSem ani pii koncentraci 500 nM, jsme nedoséhly pozadovaného vysledku. Jelikoz
zména koncentrace lokusu X-1 neméla vliv na jeho amplifikaci a mnozstvi vysledného

produktu, pokracovali jsme v jeho optimalizaci.

Dalsim pokusem o optimalizaci lokusu X-1 bylo navyseni mnoZstvi GB Elite Master
Mixu v reakéni smési. Ve standardnim slozeni reakéni smés obsahovala 1,49 ul gb Elite PCR
Master Mixu. Pfi optimalizaci jsme vyzkouSeli rlizné varianty slozeni reakéni smési
s koncentraci GB Elite Master mixu v rozmezi 1,49 pl az 2,98 pl. Ani jedna z testovanych
koncentraci nebyla optimalni. Lokus X-1 se i nadéle dafilo zachytit jen slabé a vysledny produkt

se amplifikoval jen v malém mnozstvi.

NavySeni koncentrace primertt X-1 v multiplexu, ani navySeni mnozstvi GB Elite
Master mixu Vv reakéni smési nebylo feSenim problému s amplifikaci dlouhych fragmenti.
Nasim cilem nasledné bylo zjistit, jaky vliv bude mit na amplifikaci dlouhych produktt pouziti
jiné polymerazy. Byla proto proveden série pokust S polymerazou Taq Gold, ktery by méla

zaruCit vyssi vytéznost a specifitu pii PCR reakci.

40 120 EPH 280 360 4&0
2400
X-1 nezachvcen
1&00 i
800 l ‘ l l l 1,49 ul GB Elite
s X Abd el : AR

40 120 0 360

1200

| X1
o l 2,98 pl GB Elite
D,\A i |1l Jl\llllﬁ ' W :

Obrazek 19: Porovnani dvou koncentraci GB Elite Master mixu v reakéni smési
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V nasem piipad¢ vSak nedoslo klepsi vytéznosti. Problematicky lokus X-1 se ani
s pouzitim Taqg Gold polymerdazy nepodaftilo zachytit. Vylepseni nebylo znat ani na specifi¢nosti
reakce. Naopak na vysledném elektroforetogramu bylo znat vice tzv. stutter piki, které vznikaji
prokluzem polymerazy. Jako vhodnéjsi se ukazala ptivodni pouzivana Taq polymeraza, ktera
zajiStovala specifictéjsi reakci s mensim mnozstvim stutter pikl. a proto byla pouzita pro

vSechny dalsi analyzy.

9.6 Vliv aditiv na PCR produkty a lokus X-1

Jelikoz ani pouziti jiné polymerazy neovlivnilo kvantitu dlouhych PCR produktt, jako
dal$i postup jsme zvolili testovani vliva aditiv na PCR produkty. Do reakéni smési jsme
pridavali aditiva za ucelem navySeni kvantity dlouhych produkti. Konkrétné se jednalo
0 aditiva BSA v koncentracich 50 - 500 pg/ml a DMSO v koncentra¢nim rozmezi 1 — 10 %.
Testovan byl vliv aditiv konkrétné na lokus X-1 a celkov€ na mutiplex. Vliv aditiva byl

hodnocen dle kvantity produktu a vyskytu nezaddoucich pikd.

Tabulka 12: Testovani vlivu aditiv

BSA DMSO
vliv nalokus X-1 | vliv na multiplex vliv na lokus X-1| vliv na multiplex
50ng/ml nezachycen - 1% nezachycen -
100ng/ml| nezachycen - 3% nezachycen -
300ng/ml| nezachycen + 5% nezachycen -
500ng/ml| nezachycen + 10% nezachycen +

VétSinou piidavana aditiva neméla zasadni vliv na kvalitu ani kvantitu PCR produktt.
Pouziti BSA ve vysSich koncentracich mélo pozitivni vliv na multiplex, kdy se produkty
amplifikovali ve vétsi kvantité. Stejny ucinek mél pridavek DMSO v nejvyssi koncentraci.
Vysledky ovSem nebyly lepsi neZ pii pouziti samotného MM GB Elite. Pridavek aditiv
nepomohl ani Kk navyseni kvantity dlouhych fragmenti a lokus X-1 se nepodafilo zachytit ani
s pfidavkem aditiv. Jako nejlepsi byl proto vyhodnocen samotny GB Elite PCR Master Mix bez
pfidanych aditiv. Tento master mix se diky vyvazenému slozeni a dle nami dosaZenych

vysledki jevi jako nejvhodnéjsi pro tuto multiplexni reakci.
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9.7 SloZeni a vyhodnoceni finalniho multiplexu

Po snaze o optimalizaci lokusu X-1 nasledoval navrh vicebarevného fluorescenéniho
znaceni s pouzitim kombinace tii fluorescencnich dye, kterymi byly modifikovany jednotlivé
primery. Nasledujici tabulka obsahuje vysledné¢ slozeni findlniho multiplexu, vcetné

koncentraci jednotlivych primera a udaji o tom, jakou barvou byly modifikovany.

Tabulka 13: Findlni sloZeni multiplexu

Finalni slozeni multiplexu s pouzitim vicebarevného znaceni
. . pipetovany
celkovy .. Ll VL objem 100
) lokus . oznaceni koncentrace koncentrace
objem (ul) modifikace (M) uM) uM roztoku
(ul)
12-1 M12-1 F 200 100 2
HEX
M12-1 R 200 100 2
6-7 M6-7_F 175 100 1,75
HEX
M6-7_R 175 100 1,75
9-2 M9-2_F 80 100 0,8
FAM
M9-2 R 80 100 0,8
18-3 M18-3_F 200 100 2
FAM
M18-3_R 200 100 2
5-5 M5-5 F 350 100 3,5
200 FAM
M5-5 R 350 100 3,5
4-2 M4-2_F 125 100 1,25
FAM
M4-2_R 125 100 1,25
15-3 _ M15-3_F 60 100 0,6
M15-3_R 60 100 0,6
6-4 M6-4 F 100 100 1
610
M6-4_R 100 100 1
X-1 MX-1_F 300 100 3
610
MX-1 R 300 100 3

Finalni multiplex jsme vyzkouseli na bunécnych liniich J774 a NIH3T3. U obou linii se
nam podatilo zachytit vSechny lokusy s vyjimkou lokusu X-1. Tento lokus se ani pies veskerou
snahu a optimalizaci reakce nepodatilo zachytit. Podatilo se ndm zachytit i heterozygotni alely
(napft. lokus 9-2 u bunécné linie J744), amplikony se amplifikuji v dostate¢né kvantité a piky
maji ptiblizné stejnou vysku. Pfed nékterymi lokusy se ndhodné vyskytuji stutter piky. Tyto
takzvané predskokany se bohuzel nepodafilo odstranit. Vzdy jsou vSak mensi neZ tfetina

vlastniho piku. Diky tomu neni obtizné vysledné elektroforetogramu vyhodnotit.
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Obrazek 20: Analyza bunécéné linie NIH3T3

Otestovana byla i potkani bunécnd linie WBF344. Podle ofekavani na vysledném

elektroforetogramu nebyly zachyceny zadné piky, jelikoz se nejednd o mysi bunéénou linii.

Prokazali jsme tak, Ze naSe multiplexni reakce je specifickd pouze pro mysi bunécné linie.
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Obrdzek 21: Aanalyza bunééné linie J774
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10. Zavér

Vysledkem nasi prace je optimalizovana metoda STR autentizace mySich bunéénych
linii, kterd umoziuje jejich efektivni autentizaci. Kombinuje analyzu deviti STR markert do
jedné reakce. Setii tak naklady a ¢as potfebné na analyzu, minimalizuje riziko chyb pfi
pipetovani a zaroven diky velké diskriminacni sile umoziiuje autentizaci i inbrednich kment
mysi, které maji velkou cast alel sdilenych. Metoda je vhodnd ke komer¢nimu vyuziti

a je optimalizovana.

S vyjimkou lokusu X-1, ktery se nepodatilo ani pfes veskeré spektrum provedenych
testi optimalizovat, se vSechny lokusy amplifikuji v dostate¢né kvantit¢. Divodem
nedostate¢né amplifikace lokusu X-1 je velka délka amplikonu pies 360 bp, kdy dochazi
k pfednostni amplifikaci kratkych fragmentd. Pfi pokusu o optimalizaci lokus X-1 jsme
testovali vliv mnozstvi GB Elite Mastermixu v reakéni smési na tento lokus. Navyseni
koncentrace GB Elite Mastermixu se ukazalo jako netspésné feseni. K amplifikaci dlouhych
fragmentli ve vét§i kvantité nepfispélo ani pouziti jiného druhu polymerazy Tag Gold
polymerdzy nebo navyseni primert pro lokus X-1 v reakéni smési. Testovali jsme i vliv aditiv
BSA a DMSO v rznych koncentracich na amplifikaci dlouhych fragmentd, pficemz nejvice

pozitivng reakci ovlivitoval samotny GB Elite MasterMix bez ptidanych aditiv.

Piky na vysledném elektroforetogramu dosahuji stejné vySky a podaftilo se ndm zachytit
1 vSechny heterozygotni alely. Pfi analyze nevznikaji Zadné nespecifické produkty. Diky
optimalizaci se ndm dale podatilo minimalizovat stutter piky a navrhnout vhodny amplifika¢ni
profil DXS 26, ktery vyrazné zkratil ¢as analyzy. Teplotni profil DXS 26 zaroveil dosahuje
srovnatelnych vysledkl s piivodnim teplotnim profilem DXS 20. Pfi analyze smésnych vzorki
jsme prokazali, ze k ispéSné provedené analyze staci 1 malé mnozstvi mysi DNA ve smésném

vzorku a metoda ma velkou selektivitu.

Vysledky se daji diky ndmi navrzenému tiibarevnému znaceni snadno odecitat. Navic
diky pouziti pouze tii barev je tu moznost do budoucna pridat dalsi lokusy do multiplexni reakce
a oznacit je C¢tvrtou fluorescenéni dye. Metoda ma prakticky pfinos pro autentizaci mySich
bunécnych linii, coz jsme jiz prokéazali ispéSnym naprofilovanim bunécné linie J774. Bunécna
linie J774 nebyla dosud naprofilovdna a v ramci této diplomové prace jsme ziskali jeji
kompletni profil, ktery mize slouZit jako referen¢ni. Stejnym zplsobem jsme ziskali 1 profil
bunécné linie NIH3T3, ktery jsme porovnali s dostupnym referenénim profilem a ovéfili si tak,

ze metoda poskytuje spravné vysledky. Podatilo se nam tak naplnit vSechny experimentalni cile
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prace a vyvinout metodu, u které se predpoklada dalsi vyuziti v laboratofich firmy Generi
Biotech k praktickym aplikacim jako soucast jejich komer¢nich sluzeb autentizace bunéénych
linii.

Nad ramec této prace jsme se dale zabyvali i identifikaci extrahuméanni DNA metodou
fragmenta¢ni analyzy COXI1, slouzici k ovéfeni druhu. Tuto metodu jsme pievedli na
sekvenator a vyzkouseli monoplexni analyzu. Takto se ndm povedlo identifikovat vSech 6
testovanych zivocisnych druht. Tento test se miize stat rychlym a snadnym zplusobem, jak
identifikovat druh bunécné linie. Propojeni vSech reakci do multiplexu ovSem vyzaduje dalsi
optimalizaci. JelikoZ jsme tuto metodu zkouseli nad ramec diplomové prace, dalsi optimalizace
jiz nebyla naplni nasi experimentalni ¢innosti a naopak je vhodnym novym tématem pro dalsi
studenty, ktefi se chté&ji podilet na vyvoji a zavedeni nové metody. Stejné jako v nasem piipadé
by kone¢nym cilem mélo byt zavedeni metody k béznému pouziti. Tento cil se nam podaftilo

naplnit a zavést metodu autentizace mysich bunéénych linii pomoci STR analyzy.
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