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1. UVOD

Kontinuirane stani¢ne linije dobro su utvrdeni modeli za prou¢avanje raznih zdravstvenih
stanja, posebice malignih oboljenja. Medutim, treba biti oprezan i svjestan mogucih problema
kontaminacije kada se koriste kontinuirane stani¢ne linije (1). Problem unakrsne
kontaminacije, koji je prvi puta uocen jo$ pedesetih godina 20. stoljeca, prisutan je i danas, a
nastaje kao rezultat onecis¢enja jedne stani¢ne linije drugom ili mikroorganizmom. Mnogo
stani¢nih linija biva kontaminirano vrlo rano te se u tom slucaju istrazivanje zapravo provodi
na kontaminantu koji je zamijenio tu stani¢nu liniju te se od tog trenutka skriva pod njezinim
imenom (1). U danasnje vrijeme, unato¢ brojnim saznanjima o samom postupku utvrdivanja
autenti¢nosti stani¢nih linija, unakrsna kontaminacija i pogre$na identifikacija stani¢nih linija
jos$ su uvijek golem i, ¢esto, nerjesiv problem brojnih istrazivanja (1,2). Oneciséenje stani¢ne
linijje ima dalekosezne posljedice na rezultate znanstvenih istrazivanja. Stoga su osmisljeni
brojni testovi pomocu kojih se utvrduje jesu li stani¢ne linije uistinu autenti¢ne te kao takve
ispravne za kori$tenje u samom istrazivanju $to onda u konaénici znaci dobivanje relevantnih

rezultata koji su cilj svakog istrazivanja.

1.1. Stani¢ne linije

Stani¢ne kulture jesu kulture dobivene postupkom izuzimanja stanica iz Zivotinja ili
biljaka primjenom enzimatskih, mehanickih ili kemijskih postupaka razdvajanja, odnosno
izolacije te njihovim daljnjim rastom u specifi¢nim, njima prilagodenim uvjetima (3). Stanice
mogu biti izuzete iz tkiva izravno ili mogu biti izvedene iz ve¢ uspostavljene stani¢ne linije,
odnosno stani¢nog soja (3). Razlikuju se primarne i sekundarne stani¢ne kulture. Primarna
stani¢na kultura dobiva se iz stanica, tkiva ili organa uzetih izravno iz organizma i naziva se
primarnom kulturom sve do prve subkultivacije, odnosno presadivanja. Jednom kada je
primarna kultura subkultivirana, ona postaje sekundarnom stanicnom kulturom, odnosno
stanicnom linijom. Stani¢ne se linije, nadalje, mogu podijeliti na konacne 1 kontinuirane
stanicne linije. Kona¢ne stani¢ne linije imaju ogranien Zivotni vijek te prolaze kroz tocno
odreden broj generacija (4). S druge strane, kontinuirane su stani¢ne linije transformirane i
besmrtne i kao takve imaju sposobnost beskonacne proliferacije, brzeg rasta te im nedostaje
svojstvo kontaktne inhibicije zbog ¢ega mogu rasti jedna preko druge (3,5). Upravo zbog tih
osobina, kontinuirane stani¢ne linije naSle su svoje mjesto u brojnim istrazivanjima koja

opisuju tematiku zdravlja i bolesti te su zbog svoje uc¢inkovitosti postale modelom ispitivanja



uvoD

normalnih stani¢nih procesa, ali i raznih patogenih stanja (1). Kontinuirane stani¢ne linije
osobito su privlacne studijama o raku te prvenstveno sluze kao modeli za proucavanje
malignih stanja (1). Jedna od najpoznatijih stani¢nih linija koja se koristi u te svrhe, a ujedno
je 1jedna od najpoznatijih stanicnih linija opéenito, jest HeLa stani¢na linija. Ona je znacajna
zbog toga $to dokazano uzrokuje adenokarcinom cerviksa (rak vrata maternice), zbog ¢ega je
i postala modelom istrazivanja upravo tog tipa raka (6). Ipak, unato¢ svim tim prednostima,
kada govorimo o stani¢nim linijama, vrlo je vazno obratiti pozornost na moguc¢nost nehoti¢ne
kontaminacije stranom stani¢nom linijom ili mikroorganizmom, s cime se sve ceSce

susre¢emo upravo pri radu s kontinuiranim stani¢nim linijama (1).

1.2. Unakrsna kontaminacija stani¢nih linija

Unakrsna kontaminacija jest kontaminacija jedne stani¢ne linije drugom, stranom
stanicnom linijom, te je ona, uz kontaminaciju mikroorganizmima, vode¢i problem s kojim se
danas sve ¢eS¢e susreCemo pri radu sa staniénim kulturama (7). Studije pokazuju da udio
kontaminiranih stani¢nih linija iznosi izmedu 16 1 35 % (8). Unakrsna kontaminacija jedne
stani¢ne linije drugom stani¢nom linijom ponekad moze dovesti do zamjene originalne stanice
kontaminiraju¢om stani¢nom tvari, i to pogotovo u slucajevima kada kontaminirajuca stani¢na
linija raste brze od one originalne (5). Opcéenito, unakrsna kontaminacija definira se i s
obzirom na vrijeme javljanja u stani¢noj kulturi, stoga postoje ,,rana“ i ,,kasna“ kontaminacija.
Kada do kontaminacije dode odmah na pocetku, tada nije moguce pronaci ostatke originalne
stani¢ne linije. Kontaminant u potpunosti prerasta originalnu stani¢nu liniju prije nego §to je
ona uopcée postojala samostalno te je u tom slucaju rije¢ o ,,ranoj* unakrsnoj kontaminaciji
(9). S druge strane, kada do kontaminacije dode kasnije, nakon §to su originalne stanice jedno
vrijeme 1pak postojale i rasle samostalno, tada je, unato¢ tomu Sto je kontaminant u konacnici
prerastao originalne stanice, jo$ uvijek moguce pronaci bar dijelove originalne stani¢ne tvari,
a tada je rije¢ o ,,kasnoj* unakrsnoj kontaminaciji (9). Nazalost, u laboratorijima diljem svijeta
uglavnom se javlja ,,rana‘ kontaminacija te unakrsne kontaminacije ako se 1 dogode, dogode
se upravo u tom prvom stadiju dok originalne stani¢ne linije nisu ni postojale samostalno kao
takve §to kontaminiraju¢im stani¢nim tvarima daje priliku da otpocetka i u potpunosti prerastu
originalnu stani¢nu liniju. Upravo je zbog te Cinjenice zapravo vrlo lako moguée pogresno
identificirati stani¢nu liniju, odnosno zamijeniti ju kontaminirajuom zbog toga S$to su
prilikom identifikacije vidljive samo one. NeZeljene kokulture 1 rast viSe razli¢itih stani¢nih

tipova unutar jednog medija mogu predstavljati velik problem u smislu ugrozavanja kvalitete
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rezultata istrazivanja S$to za posljedicu ima nastanak medicinski neispravnog proizvoda koji se
ne smije upotrebljavati zato §to svaka stani¢na linija, kao i njezin proizvod, mora biti u
potpunosti ,,¢ista* od svih vrsta kontaminirajuéih tvari, ukljucujuéi i prisutnost druge stanicne
linije (7). Vrlo je teSko odrediti to¢an razlog i trenutak u kojem se dogodila sama
kontaminacija, ali se vjeruje da su pogreske u samoj tehnici izvodenja razli¢itih pokusa na
stani¢nim linijama, dijeljenje istih medija i reagensa medu razli¢itim vrstama stanica i
nedovoljno procis€en zrak, koji u tom slucaju moze prenijeti razliite stanice i
mikroorganizme i tako kontaminirati stani¢nu liniju, potencijalni uzroé¢nici kontaminacije (1).
Zatim, jedan od mogucih razloga kontaminacije moze biti 1 fizicka zamjena dviju stani¢nih
linija uslijed nepazljivog rukovanja pri ¢emu se, najcesce, stani¢ne linije pogresno oznace |
zbog toga zamijene (1). Pogreske u manipulaciji uglavnom postanu vidljive tek nekoliko
godina kasnije, kada drugi istraziva¢ pokusa iskoristiti te iste, kontaminirane stani¢ne linije u
svojem istrazivatkom radu i dobije rezultate Kkoji nisu relevantni zbog neprovjerene
autenticnosti stani¢ne linije (10). Kako bi se to izbjeglo, postoji eti¢ko pravilo koje nalaze
kako istrazivaci ne bi trebali osobno koristiti ni predlagati drugim istrazivac¢ima koriStenje
odredenih stani¢nih linija bez dopustenja osobe koja je prva provela istrazivanje s tom
stanicnom linijom za koju je prije samog istrazivanja provela postupak autentifikacije zbog
cega sa sigurnoS¢u moze tvrditi kako je ta stani¢na linija autenti¢na te kao takva spremna za
koriStenje u istrazivacke svrhe (10). Upravo je iz tih razloga, a sve kako bi se istraziva¢ima
olaksalo koriStenje stani¢nim linijama, sastavljen popis najce$¢e kontaminiranih stani¢nih
linija na kojem se za sada nalazi 360 stani¢nih linija koje su uglavnom humanog podrijetla
(1). Ono sto je zajednicko vecini stani¢nih linija na tom popisu jest ista kontaminirajuéa tvar,
a rijec je o HeLa stanicnoj liniji koja se nalazi u ¢ak 29 % slu€ajeva kontaminacije, odnosno
kontaminira 106/360 stani¢nih linija na tom popisu (1). HelLa je stani¢na linija od uspostave
1951. godine do danas kontaminirala viSe od 90 drugih stani¢nih linija, zbog cega i jest

smatrana vodecom kontaminiraju¢om stani¢énom linijom opéenito (1,8).

1.3. Autentifikacija stani¢nih linija — STR profiliranje

Utvrdivanje izvornosti stani¢ne linije, odnosno autentifikacija predstavlja skup postupaka
kojima se utvrduje identitet stani¢ne linije i potvrduje da je linija ,,slobodna“ od druge

stani¢ne linije i/ili mikroorganizama.
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Iako postoje razlicite metode autentifikacije, trenutatna metoda izbora 1 ,,zlatni standard*
u postupku autentifikacije jest analiza kratkih ponavljajuéih sljedova deoksiribonukleinske
kiseline (eng. deoxiribonucleic acid - DNA), poznatija kao STR profiliranje (11). Kratki
ponavljajuéi sljedovi (eng. short tandem repeat - STR) osiguravaju kvalitetu i cjelokupnost
humanih stani¢nih linija zbog Cega su jedni od najces¢e koriStenih markera u humanom
genomu (12). Mikrosateliti u humanom genomu dopustaju identifikaciju pojedina¢ne stanice
na razini DNK (13). Prema preporuci ATCC-a, za potvrdu autenti¢nosti stani¢nih linija
potrebno je odrediti minimalno osam STR markera (lokusa), a preporuceni su markeri:
D5S818, D13S317, D7S820, D16S539, VWA, THO01, TPOX, CSF1PO i amelogenin (12).
Amelogenin je najpogodniji biljeg za odredivanje spola u uzorcima humanog podrijetla (13).
Analiza STR markera omogucuje razlikovanje izmedu pojedinaca s granicom razlucivosti 1 —
108 koja se poveéava i do 10'® kombinacijom 17 STR lokusa i amolegenina (8,12). STR je
profiliranje jednostavna, jeftina i prije svega pouzdana molekularna metoda autentifikacije
(8). Danas se u laboratorijima diljem svijeta rutinski analiziraju kratki ponavljajuci sljedovi
koji uobicajeno sadrze 2 — 7 parova baza te se najvise koriste u svrhu same identifikacije (14).
Analiza kratkih ponavljajucih sljedova DNK podrazumijeva simultanu amplifikaciju multipli
(8-15) autosomalnih STR lokusa i amelogenina primjenom fluorescentno obiljezenih
oligonukleotidnih pocetnica (12,15). Identifikaciju spola ispitivanog DNK uzorka omogucava
amplifikacija amelogenina na X - kromosomu pri ¢emu nastaje amplikon veli¢ine 106 parova
baza, dok umnazanjem amelogeninskog odsjecka Y - kromosoma nastaje fragment veli¢ine
112 parova baza (13). Nakon umnaZanja sekvence lancanom reakcijom polimerazom (eng.
polymerase chain reaction - PCR), dobiveni PCR odsjecci razdvajaju se kapilarnom
elektroforezom. Veli¢ina razdvojenih PCR fragmenata odreduje se usporedbom s postoje¢im
standardima poznate veli¢ine i sluzi za identifikaciju alelnih varijanti pojedinih STR lokusa
koje se imenuju brojem koji opisuje broj nukleotidnih ponavljanja u pojedinom PCR
odsjecku. Na temelju dobivene kombinacije alelnih varijanti moguce je izraditi osnovni
geneticki profil ispitivane stani¢ne linije koji se, u konacnici, koristi za izradu referentnih baza
podataka (8,12). Upravo je ta razlicitost u broju kratkih nukleotidnih ponavljanja unutar
pojedinog lokusa ono $to STR profiliranje ¢ini toliko vrijednim DNK identifikacijskim
sredstvom (16). lzrada takvih baza podataka uvelike olaksava svaku sljede¢u analizu STR
profila buduci da je u tom sluéaju dostatno samo usporediti geneticki profil ispitivane stani¢ne
linije s njezinim profilom unutar referentne baze podataka te tako provjeriti je 1i rije¢ uistinu o
imenovanoj stanicnoj liniji. Koriste¢i se odgovaraju¢im algoritmom, baze podataka

usporeduju trazeni uzorak sa svim dostupnim STR profilima koje sadrze te na osnovi toga

4
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sastavljaju popis svih stani¢nih linija koje se u odredenom udjelu podudaraju s ispitivanom
stani¢énom linijom (17). Buduc¢i da je gotovo nemoguce pronaéi dvije identi¢ne stani¢ne linije
kod kojih ¢e podudarnost iznositi 100 %, vazno je traziti stani¢ne linije sa sliénim STR
profilima, odnosno studije bi se slozile da se ve¢ podudarnost od 80 % moze smatrati
prikladnom za potvrdivanje autenti¢nosti odredene stani¢ne linije (1). Znajuéi da je unakrsna
kontaminacija velik problem s kojim se nerijetko susrecu brojni istrazivaci diljem svijeta,
potrebno je odrediti autenti¢nost svake stani¢ne linije prije samog pocetka koriStenja. Tek
kada analiza autenti¢nosti kontinuiranih stani¢nih linija postane dio svakodnevne prakse, mo¢i
¢e se ofekivati smanjenje ucestalosti pojave kontaminacije stani¢nih linija. Primjena
standardiziranih tehnika autentifikacije omogucuje bolje povezivanje izvora stani¢ne linije

medu svim Korisnicima i ponovljive istrazivacke rezultate.

1.4. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza jest metoda visoke razlucivosti koja svoju primjenu nalazi u
velikom broju raznolikih analitickih postupaka. Temelji se na usmjerenom gibanju elektri¢no
nabijenih molekula kroz potporni medij, u uskoj cjevéici, odnosno kapilari promjera 25 - 100
um, pod utjecajem elektriénog polja jakosti do 500 V/cm (18,19). Navedeni uvjeti osiguravaju
razdvajanje 1 analizu razliCitih vrsta molekula, od najmanjih ionskih vrsta, do velikih
polimernih molekula. U odnosu na visokotekuc¢insku kromatografiju 1 plinsku kromatografiju,
kapilarna elektroforeza ima nekoliko prednosti, ukljucuju¢i visoku ucinkovitost razdvajanja
velikog broja molekula u kratkom vremenskom periodu, smanjenu zahtjevnost u pogledu
volumena uzorka, potro$nih otapala i materijala, velik izbor selekcijskih parametara te Siroku

lepezu aplikativnih uredaja (18).

Uzorak se nanosi na ulaznom kraju kapilare te se nabijene Cestice gibaju duz kapilare i
razdvajaju pod utjecajem elektricnog napona na temelju razlike u veliini i naboju, a na
drugom se kraju kapilare nalazi detektor koji biljezi prolazak umnozenih odsjeCaka STR
lokusa koji su vezanjem pocetnica tijekom PCR reakcije ostali fluorescentno obiljezeni (19).
Ta se metoda najcesce koristi za otkrivanje nukleinskih kiselina. Svoju primjenu nasla je,
izmedu ostalog, i u analizi geneti¢kog profila stani¢nih linija, odnosno utvrdivanju STR
profila. Amplikoni dobiveni PCR metodom analiziraju se metodom kapilarne elektroforeze uz
primjenu internog standarda koji sluzi za identifikaciju alelnih varijanti ispitivanih STR

lokusa. Baze STR profila zapravo sluze za utvrdivanje autenti¢nosti stani¢ne linije, bila ona
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novouspostavljena ili ve¢ postojeca, dobro poznata i1 opisana (8). Rezultat se analize prikazuje
u obliku elektroferograma, usporeduje s bazom podataka te se odreduje udio podudarnosti
izmedu stani¢nih linijja i baze STR profila, na osnovu cega je onda moguce odrediti

autenti¢nost odredene stani¢ne linije.
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2. CILJ RADA

Ciljevi su ovoga rada:
% utvrditi autenti¢nost Sest stani¢nih linija uzgojenih in vitro metodom analize kratkih
ponavljajucih sljedova — STR profiliranjem te

++ odrediti udio podudarnosti elektroferograma s ATCC-ovom bazom podataka.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ustroj studije
Rijec je o temeljnom, kvalitativnom istrazivanju i o strucnoj studiji.
3.2. Materijal
3.2.1. Stanicne linije

Analizirane stani¢ne linije materijal su koji se koristi u znanstveno-istrazivacke 1 obrazovne

svrhe Laboratorija za kulturu stanica Medicinskog fakulteta Osijek. Stani¢ne su linije:

X/

% HelLa (ATCC®CCL-2™) — jedna od najpoznatijih stani¢nih linija, epitelne
morfologije, izolirana iz adenokarcinoma cerviksa; znafajna zbog toga S§to je
potvrdeno da sadrzi HPV-18 sekvence poznate kao uzrok adenokarcinoma cerviksa;

» HT-29 (ATCC®HTB-38™) — stanina linija izolirana iz kolorektalnog

X/

adenokarcinoma; osim S$to je znacajna u procesu pracenja progresije kolorektalnog
karcinoma, posebnu pozornost izazvala je i u studijama o probavi i apsorpciji hranjivih
tvari;

% CCRF-CEM (ATCC®CCL-119™) — stani¢na linija strukture T-limfoblasta izolirana
iz periferne krvi u stanju akutne limfoblasti¢ne leukemije;

% K-562 (ATCC®CCL-243™) — stanicna linija izolirana iz koStane srzi osobe oboljele
od kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (CML); zbog svoje iznimne osjetljivosti, koristi se u
in vitro testiranjima kao meta NK stanica;

% SW620 (ATCC®CCL-227™) — stani¢na linija epitelne morfologije, predstavlja
metastazu Kkolorektalnog adenokarcinoma izoliranu iz limfnog ¢&vora; sluzi za
promatranje genetskih promjena u progresiji kolorektalnog karcinoma i model je za
apsorpciju razli¢itih hranjivih tvari;

% Caco-2 (ATCC®HTB-37™) - stani¢na linija izolirana iz kolorektalnog

X/

adenokarcinoma, takoder epitelne morfologije; iako je stani¢na linija tumorigeni¢na,
pri odredenim uvjetima uzgoja, pri postizanju konfluencije, stanice se spontano
diferenciraju u enterocite; znacajan in vitro model za proucavanje diferencijacije

enterocita i model za apsorpciju hranjivih tvari.
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3.2.2. Kemikalije

U postupku odredivanje broja stanica koriSteni su sljedeci reagensi:
% Tripan plavilo 0,4 %, 0,8 % NaCl, sterilno filtriran (Lonza; Basel, gvicarska)

U postupku izolacije DNK koristeni su sljede¢i reagensi:

s QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen; Hilden, Njemacka), koji sadrzi:
o Proteinazu K
o AL pufer (Buffer AL)
o Etanol (96 — 100 %)
o AW1 pufer (Buffer AW1)
o AW?2 pufer (Buffer AW2)
o AE pufer (Buffer AE)

U postupku mjerenja koncentracije DNK koriSteni su sljedeci reagensi:

% Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Molecular Probes by Life Technologies;
Eugene, Oregon, SAD), koji sadrzi:
o Qubit MMX radnu otopinu, razrjedenja 1:200 (Qubit dsDNA BR
Buffer, Qubit dSDNA BR Reagent)
o Qubit dsDNA BR Standard (Qubit MMX radna otopina, Std stock

otopina)
U PCR reakciji koriSteni su sljedeci reagensi:

s AmpFISTR Identifiler Plus PCR Amplification Kit (Applied Biosystems by
Life Technologies; Foster City, Kalifornija, SAD), koji sadrzi:
o ldentifiler PLUS Reaction Mix
o ldentifiler PLUS Primer Set

U postupku kapilarne elektroforeze koristeni su sljedeci reagensi:

% GeneScan™ 500 LIZ® Size Standard (Applied Biosystems by Life
Technologies; Foster City, Kalifornija, SAD)

% Hi-Di™ Formamide (Applied Biosystems by Life Technologies; Foster City,
Kalifornija, SAD)
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3.3. Metode

Tablica 1. Protokol za izradu STR profila

Protokol za izradu STR profila

1. Brojenje stanica

2. lzolacija DNK

3. Mjerenje koncentracije DNK

4. Priprema PCR reakcije

5. Kapilarna elektroforeza

6. Analiza STR profila

Odredivanje broja stanica pomocu Biirker
Tiirk-ove komorice (hemocitometra).
Izolacija DNK prema QIAGEN protokolu
(QlAamp DNA Blood Mini Kit).

Mijerenje koncentracije DNK pomoc¢u Qubit
3 fluorometra.

Amplifikacija DNK lan¢anom reakcijom
polimeraze (PCR) koristenjem AmMpFISTR
Identifiler Plus PCR Amplification Kit-a.

Elektroferogram — dobivanje specifi¢nih
STR profila.
Usporedivanje rezultata dobivenih

elektroforezom (elektroferograma) s ATCC-
ovom bazom podataka — odredivanje udjela

podudarnosti.

3.3.1. Odredivanje broja zivih stanica u kulturi

Broj stanica odreduje se pomocu Biirker-Tiirkove komorice (Slika 1.). Prije samog

brojenja stanica, stanice je potrebno vizualizirati, a vijabilnost se postize metodom bojenja

stanica bojom Tripan Blue. Naime, Tripan Blue boja je koja ulazi u mrtve stanice kojima je

membrana uniStena te zbog toga lako prodire u njih, zbog ¢ega mrtve stanice vidimo kao

plavo obojene, dok zive stanice ostaju neobojene. Neobojene Se stanice zatim broje u

hemocitometru pod svjetlosnim mikroskopom (Zeiss Axiovert 25, Njemacka).

10
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0 o
= Brojati st.
=== Ne brojati
stanice
2 352 2

g5 i

Slika 1. Biirker-Tiirkova komorica (20)

Broj vijabilnih stanica odreduje se formulom:

N/4 * 3 = X * 10* stanica/cm?
gdje je:

N —broj stanica

4 —broj polja u komorici

3 — ¢imbenik razrjedenja

3.3.2. Izolacija DNK

Izolacija DNK provedena je prema uputi proizvodaca uz korekciju broja stanica
potrebnih za izolaciju. Broj je reduciran na 7,5 x 10° st/ml i primijenjen je za svaku stani¢nu
liniju.

Postupak: Na 200 pl uzorka stanica dodano je 20 pl proteinaze K 1 200 ul AL pufera, kratko

izmije$ano na vorteksu i inkubirano na 56°C/10 minuta. Tijekom inkubacije proteinaza K

cijepa proteine i oslobada DNK ¢ine¢i je pogodnom za daljnje korake izolacije. Slijedi

11



MATERIJAL | METODE

dodatak 200 pl etanola (96 — 100 %), kratko mijeSanje (15 s) 1 prebacivanje uzorka na kolone
za izolaciju. Tako se pripremljen uzorak centrifugira na 6000 g/1 min. Kolona se prebacuje na
novu sabirnu tubicu, dodaje 500 ul AW1 pufera nakon ¢ega slijedi centrifugiranje (6000 g/1
min). Filtrat se odbacuje i na kolonu se dodaje 500 ul AW2 pufera nakon cega slijedi
centrifugiranje u uvjetima 20000 g/3 min. Kolona se prenosi na ¢istu 1,5 ml eppendorf tubicu,
dodaje 200 pl AE pufera, inkubira jednu minutu na sobnoj temperaturi (15 — 25°C) te
centrifugira na 6000 g/1 min.

3.3.3. Mjerenje koncentracije DNK

Za mjerenje koncentracije DNK Koristen je Invitrogen by Thermo Fisher Scientific
Qubit 3 fluorometar (Slika 2.) koji predstavlja novu inacicu fluorometra za precizno mjerenje
koncentracije DNK, RNK i proteina. Nacelo prema kojem se radi odredivanje koncentracije
ciljane molekule jest pomocu fluorescentne boje koja emitira signal samo kada je vezana na
ciljanu molekulu, u ovom sluc¢aju za DNK, $to minimalizira u¢inak kontaminiraju¢ih tvari na

rezultate.

Postupak: Potrebno je pripremiti Qubit MMX radnu otopinu razrijedenja 1:200 koju ¢ine
dvije komponente: komponenta A (Qubit dsSDNA BR reagens) i komponenta B (Qubit
dsDNA BR pufer). U idu¢em koraku pripremljen je standard (Stdl i Std2) koji su cinile
MMX radna otopina volumena 190 pl 1 Std stock otopina volumena 10 pl. U tre¢em su
koraku pripremljeni uzorci tako da je prvo ispipetirano 5 pl DNK u 195 pl Qubit MMX radne
otopine, nakon ¢ega je bilo potrebno vorteksirati 2 — 3 sekunde te inkubirati dobivene uzorke
2 min. na sobnoj temperaturi. Nakon pripreme uzoraka, slijedi odredivanje koncentracije

DNK. Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Koncentracije DNK stani¢nih linijja

Uzorak — stani¢na linija C (DNA) ng/ul
Hela 18,8
HT-29 22,4
CCRF-CEM 9,08
K562 13,8
SW620 17,6
Caco-2 19,8

12
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T —

| |
‘ Qubit 3.(

Qubit® 3.0

Fluorometer

Slika 2. Invitrogen by Thermo Fisher Scientific Qubit 3 fluorometar (21)

3.3.4. Amplifikacija DNK lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR)

PCR jest metoda eksponencijalnog in vitro umnazanja fragmenata molekule DNK i
zahvaljujuéi toj metodi moguce je dobiti milijune kopija to¢no odredene sekvence DNK za
svega nekoliko sati. Za izvodenje PCR-a potrebna je izolirana DNK i niz reagensa koje se
zajednicki nazivaju PCR mjesavinom (PCR Master Mix). Za amplifikaciju DNK koristen je
AmMpFISTR Identifiler Plus PCR Amplification Kit.

Postupak: Uzorci su za potrebe PCR reakcije razrijedeni kako slijedi: HeLa (30x), SW-620
(30x), HT-29 (20x), Caco-2 (20x), CCRF-CEM (20x), K-562 (10x). Za pripremu PCR
reakcije potrebno je pripremiti, prema uputi proizvodaca, Master Mix na bazi n=1 koji ¢ine
Identifiler PLUS Reaction Mix (3,2 ul), Identifiler PLUS Primer Set (1,6 ul), voda (2,7 pl) i
DNK uzorak (0,5 pl). Umnazanje ciljnih odsje¢aka DNK provedeno je na PCR uredaju
Applied Biosystems ProFlex PCR System (Slika 3.) u uvjetima navedenim u Tablici 3.

13
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Slika 3. Applied Biosystems ProFlex PCR System (22)

Tablica 3. Uvjeti PCR reakcije — temperatura i trajanje faza PCR reakcije

Koraci Aktivacija PCR ciklus n=30 ProduZenje Krajnji
enzima korak
Drzi Razdvajanje Sljepljivanje Drzi Drzi

Temperatura / 95 94 59 60 4

°C

Vrijeme /min 11 20s 3 10 0

U prvom koraku ili tzv. inicijalizacijskom koraku aktiviraju se enzimi da bi se
denaturirale DNK matrice (95°C). Potom slijedi postupak umnazanja DNK, odnosno PCR
reakcija koji se sastoji od 30 ciklusa i nakon kojeg je dobiveno nekoliko milijuna kopija
zeljenog fragmenta DNK. Sam postupak umnazanja sastoji se od triju specifi¢nih postupaka, a

to su denaturacija pri temperaturi od 94°C, prianjanje pri kojem dolazi do hibridizacije DNK 1

14



MATERIJAL | METODE

pocCetnica na temperaturi od 59°C te elongacija koja podrazumijeva sintezu novih DNK
lanaca. Nakon toga odraden je korak terminacije §to je zapravo dovrSavanje sinteze
nedovrSenih DNK lanaca te nakon toga i posljednji korak odrzavanja koji osigurava stabilnost

novosintetiziranih DNK lanaca na temperaturi 4 °C.

3.3.5. Kapilarna elektroforeza

Kao metoda razdvajanja ranije amplificiranih fragmenata DNK PCR-om koriStena je
kapilarna elektroforeza na ABI PRISM® 310 Genetic analizatoru (Applied Biosystems,
SAD). Razdvajanje kapilarnom elektroforezom izvodi se u dvjema staklenim kapilarama u
elektri¢nom polju, uz odgovarajuci pufer i nacin detekcije. Uzorak se dodaje u sustav tako da
se jedan pufer privremeno zamijeni uzorkom te ra¢unalo mjeri vrijeme od kada su fragmenti
DNK stavljeni u kapilaru pa sve do kraja kapilare gdje se nalazi laser pomocu kojeg se uzorak
detektira. U radu je analizirano 15 lokusa, CSF1PO, D13S317, D16S539, D18S51, D21S11,
D3S1358, D5S818, D7S820, D8S1179, FGA, Penta D, Penta E, THO01, TPOX i VWA, plus

amelogenin.

Po zavrSetku samog postupka elektroforeze, dobije se elektroferogram, odnosno
specifi¢cni STR profili koji se u daljnjoj analizi usporeduju s ATCC-ovom bazom podataka te
se odreduje udio podudarnosti.

3.3.6. Usporedivanje dobivenih STR profila s bazom podataka

Najceséi su izvori referentnih baza STR profila ATCC i DSMZ baze koje se koriste za
utvrdivanje autenti¢nosti stani¢ne linije 1 usporedbu dobivenog STR profila. U Tablici 4.
prikazani su profili dobiveni u referentnim analitickim centrima koji sluZze kao baza za

usporedbu.

15
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Tablica 4. STR profil stani¢nih linija prema ATCC i DSMZ bazi: HeLa (23), HT-29 (24),
CCRF-CEM (25), K-562 (26), SW620 (27) i Caco-2 (28).

Marker
(lokus)

1. Amelogenin
2. CSF1PO

3. D13S317

4. D16S539
5. D18S51
6. D21S11

7. D3S1358

8. D5S818
9. D7S820
10. D8S1179
11. FGA
12. Penta D

13. Penta E
14. THO1
15. TPOX

16. Vwa

Stani¢ne linije

Hel.a

X
9,10

12,13.3
13,13.3
12
12,14
9,10
16
27

27,28
15,18

11,12

8,12

12,13

18,21

8,15

7,17

8,12

16,18

HT-
29
X

11,12

11,12

11

11,12

13

29,30

15,17

11,12
10
10

10,16

20,22

11,13

14,16
6,9
8,9

17,19

CCRF-
CEM
X
10,11
10,13
11
9,10,11
11,12
11
10,11,12

10,13
10,13,14
13,18

30,33.2,34.2
30,33.2
14,15,16
14,15
15
15,16
12,13
12,13,14
9,13
9,12
12,13
13
23,24,25
23,24
10,11

5,14
6,7
8
7,8
17,19
17,18,19,20
18,19

K-562 SW620 Caco-2
X X X
9,10 13,14 11
8 12 11,13,14
11,12 9,13 12,13
11,12,13
15 13 12
15,16
29,30 30,30.2 30
29,30,31
16 16 14,17
11,12 13 12,13
11,12,13
9,11 8,9 12
11,12
12 13 12
12,14
21,24 24 19
9,13 9,15 9
9,11
5,14 10 7
9.3 8 6
8,9 11 9,11
16 16 16,18
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3.4. StatistiCke metode

STR profili dobiveni postupkom kapilarne elektroforeze analizirani su pomocu
GeneMapper softvera koji radi na osnovi algoritma koji usporeduje broj alela izmedu dvaju
uzoraka analizirane stani¢ne linije pri ¢emu se rezultati izrazavaju u postotku (%). Stanicni
profil koji ima podudarnost s bazom podataka ve¢u od 80 % smatra se autenti¢nom stanicnom

linijom.
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4. REZULTATI

Rezultati ovog istrazivanja prikazani su u obliku elektroferograma koji se usporeduju s
bazom podataka te se na osnovi toga odreduje udio podudarnosti. Analizirano je 15 lokusa +

amelogenin i dobiven je STR profil 6 stani¢nih linija (Slika 4.).

Elektroferogram (Slika 4.) stani¢nih linija za HeLa (4a), HT-29 (4b), CCRF-CEM (4c),
I SW520 (4d) pokazuje 100 %-tnu podudarnost na svih 15 + 1 (amelogenin X) analiziranih
lokusa u usporedbi s referentnim bazama (ATCC, DSMZ, Cellosaurus) STR stani¢nih profila.
Prema dobivenim podatcima i programski kreiranim elektroferogramima, navedene su Cetiri

stani¢ne linije Ciste, ispravno oznacene i autenti¢ne bez prisutnosti kontaminanata.

Rezultati STR analize Caco-2 (Slika 4e) stani¢ne linije pokazuju podudarnost s
referentnim bazama u 6 + 1 lokus (amelogenin). Prema dobivenim rezultatima, podudarnost
u prosirenoj STR analizi, koja je radena na 15 + 1 lokusu, iznosi 40 %. U usporedbi s
preporucenih 8 + 1 lokus, Sto se smatra dostatnim za utvrdivanje stani¢nog profila,
podudarnost s referentnim bazama iznosi 75 %. Caco-2 stani¢nu liniju potrebno je dodatno
provjeriti i provesti novi skup analiza kako bi se mogao donijeti konacan zakljuc¢ak o statusu

stani¢ne linije i njezinoj autenti¢nosti.

Rezultati STR analize provedeni na K-562 stani¢noj liniji dali su pik samo na 1 lokusu
(THO1) prema referentnim bazama (Slika 4f). Analiza se mora ponoviti, pocevsi od uzgoja

stanica, izolacije, PCR reakcije do elektroforeze i novog elektroferograma.
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L% feisd
A=) Biosystems Ozujak 2018.
GeneMapper ID v3.2.1
samgle File samgle MName Pgel SQ0
A3Hela ID+ .fsa Hela ID+ Identifiler w2
D8S1179 | D21511 | [ D75820 | CSFIPO |
90 150 210 270 330
36001
2400
1200+
. I .
al 12 al 8 al9
sz 139.81 sz 263.26 sz 318.21
ht 4733 ht 1914 ht 1790
al 13 al 12 al 10
sz 144.23 sz279.48 sz 322.53
ht 1910 ht 1455 ht 1544
A3Hela ID+.fsa _Hela ID+ _Identifiler_v2
[ THO1 || D13s317 | D16S539 | D2S1338 |
90 150 210 270 330
5700
3800
1900
0 e 1 ! —r T 1 1
al 15 | al 7 al 12 al9 al 17
sz 12391 sz 175.69 $2232.93 sz 268.52 5231646
ht 6715 | ht 6494 ht 3294 ht 5857 ht 6603
al 18 al 14 al 10
sz 136.10 sz 240.15 sz 272.55
ht 5327 ht 6865 ht 7337
A3Hela ID+.fsa Hela ID+ Identifiler_v2
[ VWA Il TPOX I | D18s551
20 150 210 270 330
4800
3200
1600 ﬂ | ' n
0 - = 1 | E— * r - L
al 13 al 16 al 8 al 16
sz 117.26 sz 174,18 5222995 s2299.29
I 6389 hi 3508 | ht 2710 | (ht 2447
pr— — pu——
al 14 al 18 al 12
sz 121.23 sz 183.20 sz 245.73
“ht 2607 ht 4570 |ht 3884
SnmEIs File Samm Name PnnL 5Q0
AdHela 1D+ fsa Hela ID+ Identifiler_v2
= [ FGA
90 150 210 270 330
5100
3400
1700 L lJ
0 T L pae e T 1
al X al 11 al 18
sz 106.85 sz 151.52 sz 218.88
ht 5718 hlﬁSOJI ht 1631
al 12 al 21
sz 155.95 52 230.94
ht 5833 ht 3616

4a)
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= Applied
A‘B Biggystems

Ozujak 2018.
GeneMapper ID v3.2.1
samgle File Sample Name P&el 5Q0
ATHT28 ID+.fsa HT29 ID+ Identifiler v2
| D8s1179 | D21S11 | [ D75820 ] 1 CSF1PO |
80 150 210 270 330 390
6900
4600
2300
; . i
al 10
sz271.12
ht 1737
al 16 al 30
sz 15745 sz 208.30
ht 2968 ht 1956
ATHT29 ID+.fsa HT28 ID+ Identifiler_v2
| THO1 |[D13s317 | D16S539 | | D251338 |
a0 150 210 270 330 380
EDOD“
4600 ‘]h
2300 A{L
0 T T T T1 1 AJ
al 15 al 6 al 11 al 11 al 19
sz 123.31 sz 171.80 sz 229.36 57276.43 sz 324.57
ht 6027 ht 6104 | ht 6397 ht 443|1 ht 2067
al 17 al9 al 12 al 12 al 23
sz 132.11 sz 183.32 52 233.00 sz 280.40 sz 340.88
ht 4691 ht 6979 ht 2691 ht 1589 ht 699
ATHT2Y ID+.fsa HT29 ID+ Identifiler_v2
[ Digsazz | | VWA 1L TPox || D18S51 ]
90 150 210 270 330 390
6900
4600
2300+ “
0 T I T T TT . _{L
al 10 al 17 al 8 al 13
sz 106.78 sz 178.71 52 229.71 sz 286.51
ht 6823 ht 6717 ht 2054 ht 1282
 — N I
al 14 al 19 al9
sz 121.50 sz 186.34 sz 233.35
ht 4849 ht 3250 ht 4373
Sample File Sample Name Panel 5Q0
——
ATHT29 ID+ fsa HT29 ID+ Identifiler_v2
[[] [_osssis__] | FGA
QIO 150 210 270 330 390
6900-
4600
2300 n HI
] T T l —
al X al 11 al 20
sz 107.40 sz 151.23 sz 226.90
ht 4236 ht 623? ht 2663]
al 12 al 22
sz 155.87 sz 234.88
ht 3670 ht 962

4b)
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£ e
h Blosystems Ozujak 2018.
GeneMapper ID v3.2.1
Sample File Sample Name Pﬂ SQO
B2CCRF-CEM ID+.fsa CCRF-CEM ID+ Identifiler_v2
[ D851179 | D21511 | D7sez0 | [ CSFiPO |
80 160 240 320 400 480
6800
4600+
2300
0 : Ll SR L_k |
al 13 al 30 al 9 al 10
sz 144.04 57 208.06 sz 267.11 57 322.41
ht 8177 ht 3924 ht 2130 ht 306
I T T
al 33.2 al 12 al 11
sz 221.78 sz 279.44 sz 326.51
ht 4023 ht 1480 ht 4607
B2CCRF-CEM ID+.fsa CCRF-CEM ID+ Identifiler_v2
[ D3s1358 | [ THo1 ][ D13s317 | D16S539 | | D251338
BIO 1§D 2';10 3?0 490 480
800
4600
2300
0 T T T I T I
al 14 al 6 al 11 al 10 al 23
sz 119.75 sz 17111 57 229.01 sz 272.17 s7 340.98
ht 24}2 ht 61 ?IS ht 6??7 ht 6757 | ht 83(|)
al 15 al7 al 12 al 13 al 24
sz 122.60 sz 175.49 sz 232.93 57 284.57 sz 344.54
ht 5863 ht 6082 ht 7093 ht 7307 ht 7198
B2CCRF-CEM ID+.fsa CCRF-CEM ID+ Identifiler_v2
|_D19S433 | | VWA | TmPOX || D18S51 ]
80 160 240 320 400 480
6900
4600
2300 ‘ I
| A J j‘. ]l
o A T 11 I 1 1
al 14 al 17 al 8 al 13
sz 121.01 sz 179.06 sz 230.04 sz 286.78
ht 6166 ht 4512 ht 6125 ht 3082
) | : L |
al 15 al 19
sz 125.05 sz 186.95
ht 6341 ht 5591
Sample File Sample Name Panel SQ0
B2CCRF-CEM ID+.fsa CCRF-CEM ID+ Identifiler_v2
[ [ psssis ] | FGA
80 180 240 320 400 480
6800
4600
2300 L r | l
0 T 1 1 L
al X al 12 al 23
sz 106.53 sz 155.68 sz 238.85
ht 5353 ht 64'.-:7 ht 36?:I
al 13 al 24
sz 160.11 5224293
ht 6880 ht 3537

4c)
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A egled
A=) Biosystems Ozujak 2018.
GeneMapper ID v3.2.1
Sample File Sample Name Panel SQo
ATSW620 ID+.fsa SW620 ID+ Identifiler_v2
| D8s51179 | D21S11 ||_D7s820 || CSFiPO |
80 160 240 320 400 480
6900
4600+
2300 I 1 h
0 A J i J 1 JJU'}
al 13 al 30 al 8 al 13
sz 144.06 sz 208.18 sz 263.13 sz 334.55
ht 7685 ht 2499 ht 2872 ht 1312
al 30.2 al 9 al 14
sz 210,07 5z 267.25 sz 338.55
ht 3788 ht 1306 ht 1290
ATSW6E20 ID+.fsa SW620 ID+ Identifiler_v2
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Slika 4 (a-f). STR profil humanih tumorskih stani¢nih linija. Slike prikazuju histograme

dobivene metodom kapilarne elektroforeze nakon obrade GeneMapper softverom. Odredeni
su profili stani¢nih linija: a) HeLa; b) HT-29; c) CCRF-CEM; d) SW620; e) Caco-2; f) K-562.
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5. RASPRAVA

Kontinuirane stani¢ne linije, unato¢ ¢injenici da je rije¢ o dobro utvrdenim modelima za
proucavanje malignih oboljenja, podlozne su kontaminaciji koja moze biti rezultat djelovanja
mikroorganizma ili, S§to je CeS¢i slucaj, kontaminaciji koja nastaje mijeSanjem s drugom
stanicnom linijom (29). Takav tip kontaminacije poznat je kao unakrsna kontaminacija.
Unakrsna kontaminacija predstavlja velik problem koji je otkriven sredinom 20. stoljeca
nakon $to je stani¢na kultura kao model postala gotovo nezamjenjiva tehnika istrazivanja
razliitih bioloSkih procesa i molekularnih mehanizama. Relativno jeftina i prihvatljiva, ubrzo
je postala sveprisutna. Prva utvrdena kontinuirana stani¢na linija, odnosno HeLa, koja je
uspostavljena jos davne 1951. godine, postala je jedan od glavnih kontaminanata u unakrsnoj
kontaminaciji sa zastupljenos¢u od 29 %, odnosno do sada je poznato da je kontaminirala 90
stani¢nih linija (30,1). Kontaminacija posljedi¢no dovodi do upitnih, neto¢nih i neponovljivih
rezultata u istovjetnim uvjetima provodenja. Svijest o problemu kontaminiranosti stani¢nih
linija dovela je do razvoja i uspostave nekoliko referentnih baza STR profila poput ATCC,
DSMZ, CLIMA, Cellosaurus i NCBI Biosample koje omogucuju svima koji se koriste

stani¢nim linijama provjeriti njihovu autenti¢nost (31,32,33,34,35).

Tehnoloski napredak u podru¢ju molekularne biologije omogucio je razvoj i uspostavu
tehnike STR profiliranja koja je danas ,,zlatni standard* u utvrdivanju autenti¢nosti stani¢nih
linijja. Analiza STR markera omogucuje razlikovanje izmedu dviju stani¢nih linija u
granicama razlucivosti 108 — 108 ovisno o broju i kombinaciji testiranih lokusa (8,12). Prema
uputi Medunarodnog odbora za autenti¢nost stani¢nih linija, dostatno je ispitati osam
autosomalnih lokusa i jedan lokus na spolnim kromosomima kako bi se utvrdila autenti¢nost
stani¢ne linije (36). CODIS (eng. Combined DNA Index System), americka baza DNK profila
kojom se koristi Federalni istraziteljski ured (eng. Federal Bureau of Investigation - FBI),
preporucuje analizu 13 lokusa na autosomalnim kromosomima i jednog STR lokusa na
spolnim XY- kromosomima (37). Podudarnost analize s referentnom bazom podataka iznad
80 % definira stani¢nu liniju autenti¢cnom, 56 — 79 % zahtijeva dodatne testove, a podudarnost
manja od 55 % upucuje na to da stani¢na linija nije autenticna (36). Pri analizi koriste se
alelni standardi koji predstavljaju najcesce alele na svakom lokusu. Alelni su standardi
formirani na osnovi provedene evaluacije podataka STR analize nekoliko stotina pojedinaca.
Medutim, mogu se pojaviti i aleli koji iskacu iz alelnih standardnih veli¢ina i nazivaju se ,,off-

leader* aleli (OL). Vrlo je vazno znati veli¢inu alelnih standarda jer analiticki program za
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analizu veliCine alela podatke analizira i usporeduje samo s poznatim alelnim standardima.

Svi aleli koji se razlikuju od njemu poznatih veli¢ina program je oznac¢ivao kao OL alel (8).

Kada se utvrduje autenti¢nost humanih tumorskih stani¢nih linija, nije neuobi¢ajeno da
se pri analizi STR markera zabiljezi pojava geneticke nestabilnosti (38). Vecina humanih
stani¢nih linija izolirana je iz tumora koji se geneti¢ki razlikuju od normalnih stanica. Stovise,
stani¢ne linije imaju sposobnost stjecanja dodatnih genetskih promjena tijekom uzgoja u
kulturi. Primjer je studija provedena na 24 uzorka karcinoma pluca gdje je doslo do potpune

delecije alela na vise lokusa u odnosu na STR profil normalnog tkiva (39).

Interpretacija rezultata STR profila tumorskih stani¢nih linija takoder predstavlja
odredeni problem zbog: 1) gubitka heterozigotnosti Sto je poznato i kao alel ,,drop-out™
(ADO), 2) nestabilnosti pika, 3) pojave visestrukih pikova na nekoliko lokusa (8). U slucaju
nestabilnosti pika, Zeljena amplifikacija jednog alela preko drugog moze biti rezultat
udvostrucenja gena, aneuploidije ili prisutnih kKimernih stanica (8). Prisutnost vise pikova na
nekoliko lokusa moze biti posljedica somatske mutacije, trisomije ili udvostru¢enja gena koji
mogu rezultirati trima ili viSe pikova na 1 — 2 lokusa. Prisutnost vise od triju pikova na vise
od trima lokusima upucéuje na stani¢nu kontaminaciju. U svakom slucaju, potrebno je
primijeniti dodatnu, nezavisnu metodu analize kako bi se iskljuéila stani¢na kontaminacija
(8). Sve navedene promjene doprinose jedinstvenosti i specifi¢nosti u identifikaciji stani¢nih

linija (8).

U cilju utvrdivanja autenti¢nosti stani¢nih linija koje se koriste za potrebe znanstvenih
istrazivanja Laboratorija za kulturu stanica provedena je STR analiza na Sest tumorskih
stani¢nih linija. Analizirane su Hela, CCRF-CEM, K-562, HT-29, SW620, Caco-2.
Analizirane linije, uz izuzetak Caco-2, ubrajaju se medu 12 najcesce pogresno oznacenih ili
kontaminiranih stani¢nih linija (1). Primjenjuju¢i uputu i algoritam (ANSI) te podatke
referentne baze Cellosaurus utvrdena je 100 %-tna podudarnost s referentom bazom za Hela,
CCRF-CEM, HT-29 i SW620 stani¢ne linije. Nesto je manja podudarnost utvrdena za Caco-2
(87,5 %), dok je jedino K-562 stani¢na linija ostala nepotvrdena. Kod K-562 stani¢ne linije
samo su na dvama lokusima (THO1 i D3S1358), od 15 analiziranih, detektirani pikovi.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju potrebu za pravovremenom autentifikacijom
svake stani¢ne linije koja se planira koristiti u istrazivacke svrhe. U suprotnom, pojava
kontaminanata moze ugroziti kredibilitet dobivenih rezultata. Stoga je postupak

autentifikacije nuZzan u istrazivanjima koja se temelje na stani¢nim linijama, posebice ako je
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stani¢na linijja dobivena iz neprovjerenog izvora, donirana ili zateCena u internoj banci
stani¢nih linija. Preporuka je da se s vremena na vrijeme ponovno odredi STR profil ve¢
utvrdene stani¢ne linije kako bi se provjerilo da nije doslo do kontaminacije ili zamjene s

drugom stani¢nom linijom tijekom rada.

27
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6. ZAKLJUCAK

% U ovom je radu proveden postupak autentifikacije Sest stani¢nih linija analizom
kratkih ponavljajuéih sljedova, odnosno STR profiliranje.

% Potvrdena je autenti¢nost Cetiriju stani¢nih linija: HeLa, SW620, CCRF-CEM, HT-29
sa 100 %-tnom to¢noScu.

% Caco-2 stanicna linija rezultirala je s podudarnim pikovima na Sest autosomalnih i X
spolnom kromosomu, §to prema minimalnim zahtjevima za potvrdu autenti¢nosti
iznosi 75 % te je potrebno provesti dodatne analize.

¢ K-562 stani¢na linija nije dala zadovoljavajuce rezultate i analizu je potrebno ponoviti.
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7.  SAZETAK

Uvod: Kontinuirane stani¢ne linije dobro su utvrdeni modeli za proucavanje raznih
zdravstvenih stanja, osobito malignih oboljenja — iako, pri radu s njima treba biti oprezan i
svjestan moguc¢ih problema kontaminacije koja ima dalekosezne posljedice na rezultate
znanstvenih istrazivanja. Upravo iz tog razloga osmisljeni su brojni testovi pomocu kojih je
moguce odrediti identitet stani¢ne linije, odnosno odrediti je li stani¢na linija ,,slobodna* od
druge stani¢ne linije i/ili mikroorganizma. Takvi se testovi nazivaju testovima autentifikacije,
a najéeSce je koriSteni test, koji je ujedno i trenutacni ,,zlatni standard®, analiza kratkih

ponavljaju¢ih sljedova, odnosno STR profiliranje.

Cilj: Cilj je ovog istrazivanja utvrdivanje autenti¢nosti Sest stani¢nih linija uzgojenih in
vitro metodom analize kratkih ponavljajucih sljedova — STR profiliranjem kao i odredivanje

udjela podudarnosti elektroferograma s ATCC-ovom bazom podataka.

Materijal i metode: U istrazivanju je koriSteno Sest stani¢nih linija (HeLa, SW620,
CCRF-CEM, K-562, HT-29, Caco-2) kojima je analizirano 15 lokusa + amelogenin. Koraci
su analize: izolacija DNK, odredivanje koncentracije DNK, PCR umnazanje 1 elektroforeza.

Za analizu rezultata primijenjen je program GeneMapper softver za izradu elektroferograma.

Rezultati: Dobiveni su elektroferogrami koji su usporedivani s referentnom bazom
STR profila te je na osnovi toga odredena autenti¢nost i udio podudarnosti medu stani¢nim
linijjama. Autenti¢énima su se pokazale stani¢ne linije HeLa, SW620, CCRF-CEM, HT-29 sa
100 %-tnom podudarno$c¢u, Caco-2 sa 75 %-tnom, a kod K-562 stani¢ne linije nije se odredio
STR profil.

Zakljucak: Odredivanjem STR profila utvrdena je autenti¢nost HeLa, SW620, HT-29,
CCRF-CEM stani¢nih linija, dok je za Caco-2 potrebno provesti dodatne analize kako bi se
donio konacan zakljucak o autenti¢nosti. Za K-562 potrebno je ponoviti cjelokupan analiti¢ki

proces utvrdivanja STR profila.

Kljuéne rijeci: stani¢na linija, kontaminacija, autenti¢nost, STR profil
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8.  SUMMARY

Introduction: Continuous cell lines are well-recognized models for the study of
medical conditions, particularly for cancer. However, there are cautions to be aware of when
using continuous cell lines, including the possibility of contamination which has far-reaching
consequences on the results of the research. This is the reason why there are a lot of tests
designed to help authentication of the cell line, which actually means finding out whether a
certain cell line is “free” from another cell line and/or microorganism or not. These kinds of
tests are called authentication tests. The most frequently used one, also called “gold standard”,

is a short tandem repeat profiling (STR) test.

Objective: The aim of this study was to authenticate 6 cell lines grown in vitro using
short tandem repeat (STR) profiling, as well as to define match percentage between

electropherograms and ATCC- database.

Materials and methods: 6 cell lines were used in this research (HelLa, SW620,
CCRF-CEM, K-562, HT-29, Caco-2) and were analyzed on 15 loci + amelogenin. The steps
of the analysis were: DNA isolation, determination of DNA concentration, PCR duplication
and electrophoresis. GeneMapper software for electropherograms was used for the analysis of
the results.

Results: Electropherograms obtained were compared to standard reference STR
database which made it possible to determine if cell lines were authentic and the percentage
match between them. 4 cell lines, HeLa, SW620, CCRF-CEM and HT-29, were verified as
authentic at 100 %, CaCo-2 cell line authentic at 75 %, while K-562 STR profile was not

determined.

Conclusion: Short tandem repeat profiling (STR) test established the authenticity for
HelLa, SW620, HT-29 and CCRF-CEM cell lines, while further analysis should be conducted
with Caco-2 cell line in order to make a final conclusion about its authenticity. Furthermore,

analytical procedure for K-562 cell line should be repeated.

Keywords: cell line, contamination, authentication, STR profile.
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