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ANOTACE 

Tato bakalářská práce je zaměřena na nové trendy v izolaci a detekci virových 

nukleových kyselin. Na začátku práce jsou uvedeny základní informace o struktuře viru, 

struktuře virových nukleových kyselin a replikaci virů. Následně jsou popsány dosavadní 

metody izolace a detekce nukleových kyselin virů. V poslední kapitole jsou uvedeny nové 

metody izolace a detekce, které byly vyvinuty primárně kvůli SARS-CoV-2. 
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TITLE 

New trends in the isolation and detection of viral nucleic acids 

ANNOTATION 

This bachelor thesis is focused on new trends in the isolation and detection of viral 

nucleic acids. Thesis starts with basic information about the structure of the virus, the 

structure of viral nucleic acids and virus replication. Subsequently, current methods for 

isolation and detection of nucleic acids of viruses are described. The last chapter presents 

modern detection and isolation methods that were developed primarily for SARS-CoV-2. 
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ÚVOD 

Izolace a detekce virových nukleových kyselin jsou důležité kroky k zjištění 

přítomnosti a typu viru. Před detekcí je nejprve nutné nukleovou kyselinu z viru izolovat. 

Toho se docílí lyzí virové částice vedoucí k jejímu rozpadu, kdy je nukleové kyseliny 

následně možné extrahovat ze zbytku buněčného obsahu. Takto izolované nukleové kyseliny 

lze detekovat různými metodami.  

Základní metody detekce jsou již zastaralé. Novými technologiemi lze docílit 

vylepšení všech kroků od izolace po detekci. V důsledku pandemie COVID-19 byly vyvinuty 

některé nové metody, které pomohly k identifikaci SARS-CoV-2.  

Odvětví virologie, konktrétně detekce virů, se v dnešní době řadí mezi nejdůležitější a 

rychle se rozvíjející obory vzhledem k probíhající světové pandemii. Cílem je především 

vývoj rychlejších, levnějších, a účinnějších metod umožňujících včasnou detekci viru a 

efektivní léčbu proti viru.  
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1 Viry 

Viry jsou tvořeny virovou částicí nazývanou virion a můžeme je označit jako 

intracelulární parazity, jelikož napadají buňky. Nejsou to živé organismy, protože samotné 

částice nejsou metabolicky činné. Označujeme je jako aktivní nebo neaktivní. Pokud mluvíme 

o aktivní formě viru, jedná se o virion připojený k hostitelské buňce a dochází u něj k látkové 

přeměně a může se množit. U virionů neaktivní varianty nedochází k látkové přeměně a 

nemnoží se [1].  

1.1 Struktura virů 

Viry se vyskytují ve variabilních velikostech, tvarech a formách. Existují kulovité, 

tyčovité, symetrické, asymetrické viry. Struktura viru je specificky navržena tak, aby chránila 

genom a doručovala jej do hostitelské buňky pro následnou replikaci [2].  

Virion neboli virová částice se skládá z virového genomu obklopeného ochranným 

proteinovým obalem zvaným kapsida. Společně je označujeme jako nukleokapsida [1]. 

V některých případech je kapsida obalena lipidovou dvojvrstvou [3].  

Kapsidu ochraňující genom můžeme rozlišit do 3 hlavních tvarů - polyhedrální, 

helikální a komplexní (Obr. 1). Polyhedrální kapsida (Obr. 1 vlevo) vzniká spojením několika 

trojúhelníkových ploch a tím vytváří skořápku pro genom uložený uvnitř. Pod mikroskopem 

se viriony tohoto typu mohou jevit jako kulaté. Tyto viry jsou pravidelné, s pevným tvarem a 

velikostí. Strukturu tohoto typu mají především DNA viry. Helikální kapsida (Obr. 1 

uprostřed) obaluje dokola genom a vytváří spirálu, tzv. prodloužená nukleokapsida. Tyto viry 

jsou tvarově a velikostně variabilnější. Helikálního typu jsou především RNA viry. 

Komplexní kapsida je tvořena např. kombinací helikálního a polyhedrálního typu jako 

na  Obr. 1 vpravo.  
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Obr. 1 Strukturální příklady kapsid. Převzato a upraveno z [1].  Polyhedral = polyhedrální, helical = helicální, 

coplex = komplexní. 

Přítomností nebo naopak nepřítomností lipidové vrstvy kolem kapsidy rozdělujeme 

viriony na obalené a neobalené. Lipidová vrstva funguje jako štít před imunitním systémem 

[1]. 

V obalených virech je kapsida s virovým genomem obalena lipidovou vrstvou, která 

obsahuje bílkoviny [3].  Tyto viry jsou citlivé vůči pracím prostředkům, změnám pH, sušení a 

na vnějších površích dlouho nepřežijí.  

Neobalené viry tuto strukturu nemají. Některé viry tím získávají výhodu v odolnosti 

proti dezinfekčním prostředkům př. alkohol, zředěné bělidlo, a ve zvýšení stability v životním 

prostředí. Jsou tedy obtížnější na odstranění např. z nemocničních povrchů [1]. 

Z biologického hlediska je nejdůležitější součástí viru jeho genom, protože obsahuje 

nukleové kyseliny (NK), které nesou nezbytné informace pro infekci a replikaci viru 

v hostiteli. Genom viru je tvořen vždy buď kyselinou deoxyribonukleovou (DNA) nebo 

kyselinou ribonukleovou (RNA). Takto rozlišujeme DNA viry a RNA viry [1]. 

1.2 Struktura nukleových kyselin  

NK u virů může mít variabilní uspořádání, lineární nebo cirkulární. Zpravidla je u virů 

lineární organizace, avšak i zde najdeme výjimky jako například čeleď Circoviridae (DNA) 

nebo Bunyaviridae (RNA). V případě lineární virové DNA často dochází k dočasnému 

přechodu na cirkulární uspořádání, které je důležité pro replikaci viru [4]. 
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Struktura nukleových kyselin je klíčem k pochopení tvorby nových NK. Je to proto, že 

jeden řetězec je šablonou pro mnoho dalších vláken. Základními stavebními kameny NK jsou 

nukleotidy. Jsou tvořeny z cukru, báze a tří fosfátových skupin (Obr. 2). Ribóza je cukr tvořící 

RNA a deoxyribóza tvoří DNA. Odlišující faktor deoxyribózy od ribózy je chybějící 

hydroxylová skupina na druhém uhlíku cukru. Existují čtyři báze používané při formování 

nukleových vláken. Tyto báze dělíme na purinové a pyrimidinové. DNA se liší tím, že 

obsahuje bázi thymin, místo kterého je v RNA uracil [1]. 

Základní 4 báze nukleotidů:  

• adenin (A) a guanin (G) jsou purinové báze, 

• thymin (T) v DNA, uracil (U) v RNA a cytosin (C) jsou pyrimidinové báze. 

Nukleotidy jsou vázány mezi sebou fosfodiesterovou vazbou (Obr. 3), která spojuje 

OH skupinu ribózy nebo deoxyribózy jednoho nukleotidu a fosfátovou skupinu druhého 

nukleotidu [5]. Takto se vytvářejí dlouhé polynukleotidové řetězce. Včleněním do řetězce 

nukleotid ztrácí dva fosfáty a vzniká řetězec DNA nebo RNA sestávající z fosfo-cukerné 

páteře se všemi bázemi směřujícími na jednu stranu (Obr. 3). 

Obr. 2 Struktura nukleotidů. Převzato a upraveno z [1]. 
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 Genom NK může být dvouvláknový, nejčastěji DNA viry (dsDNA – dvouvláknová 

DNA), nebo jednovláknový, obyčejně RNA viry (ssRNA – jednovláknová RNA). 

U dvouvláknových NK se báze jednoho nukleotidu pomocí vodíkových vazeb spárují 

s bázemi druhého nukleotidu. Adenin se vždy páruje s thyminem nebo uracilem v RNA 

dvěma vodíkovými vazbami. Guanin se vždy páruje s cytosinem třemi vodíkovými vazbami  

(Obr. 3 Schéma spojování nukleotidů vodíkovými můstky. Převzato a upraveno z [1]. Toto 

pravidlo se označuje jako komplementarita bazí. 

Obr. 3 Schéma spojování nukleotidů vodíkovými můstky. Převzato a upraveno z [1]. 

 Začátek řetězce nukleové kyseliny se nazývá 5′ konec. Je tomu tak, protože cukr 

prvního nukleotidu má volný 5′ uhlík, který není napojen na jiný nukleotid. Nové nukleotidy 

se přidávají na 3′ uhlík ribózy, takže vlákno nukleové kyseliny roste směrem od 5‘ k 3‘ konci. 

Tato směrovost je zkrácena jako 5′ → 3′ (Obr. 3).   

 Polaritu vlákna v orientaci 5‘ → 3‘ označujeme jako kladnou, protože se čte 

ve vyhovujícím směru pro syntézu proteinů. Kladná orientace odpovídá uspořádání mRNA. 
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Opačnou, negativní orientaci řetězce označujeme jako komplementární, protože zapadá 

do spojení s kladným řetězcem. 

 V Tabulka 1 je příklad uspořádání bází a jejich konkrétní polarita. Kladná polarita 

DNA šablony odpovídá mRNA. DNA komplementární k šabloně má zápornou polaritu a 

páruje se s šablonou, viz Obr. 3 

Právě složka mRNA je důležitý komponent pro replikaci viru v hostiteli. Čím rychleji 

je tvořena mRNA, tím rychleji se vytvářejí proteiny a jsou přetvářeny do nových virionů [1]. 

 

Tabulka 1 Příklad uspořádání bází a polarita u specifických struktur virového cyklu. 

Pandemie COVID-19 způsobená obaleným koronavirem SARS-CoV-2 jehož genom 

je tvořen ssRNA s pozitivní polaritou [6]. 

Při kladné polaritě dochází k translaci do jednotlivých polypeptidů přímo 

na ribozomech, v případě negativní polarity musí dojít nejprve k transkripci informací 

do podoby mRNA pomocí virové RNA transkriptázy. Uložení genetické informace ve formě 

RNA molekul je výjimečná vlastnost nalezená jenom u virů. Nepřítomnost systému 

upravujícího činnost RNA polymeráz pravděpodobně umožňuje RNA virům velký počet 

mutací. Tato variabilita přináší RNA virům výhodu v podobě jak snadného úniku imunitním 

mechanismům hostitele, tak jednoduchých mezidruhových přenosů [4]. 

Přesnost replikace DNA je vysoká, tedy mutace DNA virů jsou spíše vzácností. 

Toto je výhoda DNA virů, protože jsou stabilní a v hostiteli mohou přetrvávat po delší dobu. 

Také dokáží přesměrovat buňce vlastní enzymy a polymerázy na replikaci více virionů, čímž 

si zajištují delší živostnost [1]. 

STRUKTURA POLARITA USPOŘÁDÁNÍ BÁZÍ 

DNA šablona KLADNÁ 5′-GGATC-3′ 

Komplementární vlákno ZÁPORNÁ 3′- GGATC -5′ 

mRNA KLADNÁ 5′-GGAUC-3′ 
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Genom můžeme u některých virů najít nesouvislý, ale tvořený separátními segmenty, 

kde každý segment kóduje určitý protein. V takovém případě mohou viry vytvářet nové 

kombinace a tím podpořit vznik různých nových variant [4]. 

1.3 Virový replikační cyklus 

Základní cyklus virionů můžeme rozdělit do 6 částí (Obr. 4). Tento základní cyklus 

začíná rozpoznáním a připojením k hostitelské buňce, následuje vstup do buňky a využití 

enzymů hostitele k tvorbě virových proteinů, které později tvoří např. kapsidu viru. Dalším 

krokem je replikace virového genomu, jeho seskládání do kapsidy a uvolnění nového virionu 

z buňky, který infiltruje další buňky. Celý cyklus se poté znovu opakuje [7, 8]. 

Obr. 4 Základní cyklus replikace virionů. Převzato a upraveno z [6].  1. Recognition and attachment = Rozpoznání a vazba, 

2. Entry = vstup, 3. Protein synthesis = syntéza proteinů, 4. Genome replication = replikace genomu, 5. 

Assembly = sestavení, 6. Release and transmission = uvolnění a přenos. 

1.3.1 Rozpoznání a vazba 

První krok virového cyklu je rozpoznání a vazba virionů na hostitelskou buňku. 

K tomu je zapotřebí specifická interakce mezi proteiny na povrchu viru a receptorem 

na hostitelské buňce, jak ukazuje Obr. 4, část 1.  
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Protože jsou viry nepohyblivé, tak k interakci dochází náhodnou srážkou. Receptory 

hostitele mají často charakter sacharidů, glykolipidů nebo glykoproteinů, a v buněčném 

procesu hrají roli signalizace nebo přilnavosti. Viry využívají těchto receptorů jako místo 

připojení a vstupu do hostitelské buňky [7]. 

Viriony rozpoznávají několik typů receptorů pro vstup do specifických buněk [8]. 

Například v lipidovém obalu viru lidské chřipky (influenza A) je přítomen protein 

hemaglutinin, který se váže na kyselinu sialovou přítomnou na buněčném povrchu buňky 

hostitele [9]. 

1.3.2 Vstup do buňky 

Po úspěšném připojení virionu na buňku hostitele následuje proces vniknutí do buňky 

(Obr. 4, část 2). Vstupem do buňky je virion zbaven ochranné kapsidy a odhaluje virový 

genom, dochází k tzv. uncoating, který může probíhat v cytoplazmě nebo v jádře buňky. 

Genom je následně replikován pomocí mechanismu hostitelské buňky. 

Ke vstupu virionu do živočišné buňky existují dva mechanismy. Jednou z možností je 

fúze virové a hostitelské membrány a druhý způsob je endocytózou pomocí receptorů [7]. 

Obalené viriony pro vstup do buňky používají membránovou fúzi lipidové dvojvrstvy, 

která je zobrazená na Obr. 5 vpravo (b). K překonání tak vysoké kinetické bariéry je potřeba 

katalýza, kterou zajišťují proteiny přítomné v lipidovém obalu nebo v hostitelské membráně. 

Proteiny jsou stimulovány signálem (př. vazba protein – receptor) z buňky, kterou virion 

napadá, a procházejí konformačními změnami. Hydrofóbní segment nebo-li fúzní 

smyčka/fúzní peptid použije membránu buňky a virionu a stáhne obě membrány dohromady 

[10]. Tento způsob vniknutí do buňky je typický např. pro herpes simplex virus 1 a 2 [11]. 

Vstup do buňky pomocí receptorové endocytózy využívají jak obalené, tak i neobalené 

viriony [7]. Endocytóza je zprostředkována transmembránovým proteinem clathrinem. 

Po připojení k buňce se viriony přesouvají do oblasti hostitelské membrány, která obsahuje 

clathrin a jeho vázané ligandy na plazmatické straně membrány. Toto vede k vytvoření 

vezikulárního prostoru obaleného clathrinem a spouští se invaginace membrány. V buňce je 

takto vytvořen endocytotický váček (endozom). Vstup do buňky přes endocytózu má výhodu, 

že celý virus je pohlcen do buňky a zbytky virionu mimo hostitelskou buňku neupozorňují 
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imunitní odpověď [7]. Popsaný princip je lépe pochopitelný na Obr. 5 vlevo (a). 

Endocytózový vstup využívá např. virus chřipky [12].  

Obr. 5 Vstup virionu do buňky endocytózou (a) nebo virovou fúzí (b). Převzato a upraveno z [12].  a) Endocytic route: 

clathrin mediated endocytosis and penetration = Endocytózová cesta: endocytóza a penetrace zprostředkovaná clathrinem; 

b) Non endocytic route: fusion at the cell surface = neendocytózová cesta: fúze na buněčném povrchu. 

1.3.3 Replikace a syntéza proteinů 

Struktura genomu určuje mechanismus, kterým jsou virové geny exprimovány a 

virové genomy replikovány [7]. Virový genom rozdělujeme do 2 kategorií, DNA a RNA, a 

každý genom je dále replikován svým způsobem. 

Replikace virového genomu (Obr. 4, část 4) zajišťuje tvorbu kopií virionů a schopnost 

infikovat nové hostitele, tedy přežívat [13]. Po vstupu do hostitelské buňky je dalším krokem 

v replikačním cyklu virů prezentace mRNA ribozomům buňky pro syntézu virových proteinů. 

Tyto proteiny pomáhají při replikaci genomu, kontrolují expresi genů a jsou strukturální 

složkou kapsidy a lipidových obalů (Obr. 4, část 3) [7]. 

1.3.3.1 DNA viry 

K pochopení následujících procesů, které pracují s genetickou informací, je potřeba 

vysvětlit proces transkripce a translace. Transkripce představuje přepis genetické informace 

uložené v DNA do formy RNA, konkrétně mRNA. Transkripce probíhá v jádře buňky. 
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Translace znamená překlad informace z molekuly RNA, ktera byla vytvořena transkripcí, 

na proteinový řetězec. Tento proces probíhá na ribozomech. 

Genomová DNA se dělí na dsDNA a ssDNA. Virový genetický materiál dsDNA je 

podobný tomu hostitelskému, a proto virus může využít buněčnou replikaci a proteinové 

syntetizační organely. Replikace a genová transkripce virové DNA probíhá v jádře buňky, kde 

jsou k dispozici vhodné syntetizační enzymy [7]. Některé viry využívají enzymy hostitele, 

jiné viry si vytváří své vlastní enzymy. DNA-dependentní DNA polymerázu (DdDp) využívá 

dsDNA, ssDNA si syntetizuje DNA-dependentní RNA polymerázu (DdRp) (Obr.  6) [13].  

V jádře vyprodukovaná virová mRNA přechází do cytoplazmy a dochází k translaci na 

ribozomech. Translací mRNA ribozomy produkují virové proteiny, které se vrací do jádra 

buňky [7]. Po zpracování virové DNA určené pro vytvoření genomu nového virionu, je dále 

transkribována DNA, ze které jsou translací vytvořeny proteiny důležité pro strukturální 

komponenty virionu, např. kapsidy. 

Viry s genomem ssDNA jej převedou pomocí hostitelských enzymů buňky na dsDNA, 

která je dále zpracována stejným postupem popsaným v předešlých odstavcích (Obr.  6) [13]. 

1.3.3.2 RNA viry 

Genom RNA virů se rozděluje stejně jako u DNA na dsRNA a ssRNA, které využívají 

enzym RNA-dependentní RNA polymerázu [13].  Zároveň je důležité u RNA virů rozlišovat 

jejich polaritu, negativní a pozitivní, což udává způsob translace (Obr.  6) [7]. 

U genomu RNA virů s kladnou polaritou je stejná polarita jako u mRNA, a proto může 

být RNA prezentována přímo ribozomům k translaci a tvorbě virových proteinů [13]. Oproti 

tomu genom virů RNA s negativní polaritou má opačnou polaritu než mRNA. Pomocí 

enzymu RNA-dependentní RNA polymerázy (RdRp) musí nejprve dojít k přeměně na RNA 

kladnou polaritu, kterou lze předložit ribozomům na translaci [9]. 

U některých RNA virů je mRNA již přítomna v hostitelské buňce ještě 

před napadením buňky, u jiných RNA a DNA virů je mRNA syntetizována právě vstupem 

do hostitelské buňky [13]. Pro lepší pochopení replikace DNA a RNA virů je přiložen Obr.  6. 
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Obr.  6 Schéma replikace DNA a RNA virů. Převzato a upraveno z [12]. 

1.3.4 Uvolnění virionu z buňky 

Viry využívají hostitelské organely k produkci tisíce kopií virového genomu a 

bílkovin v jedné buňce. Tyto struktury jsou v rámci buňky sestaveny dohromady a vzniká 

virion (Obr. 4, část 5). Nově vytvořený virion se uvolňuje pučením, exocytózou nebo 

buněčnou lyzí z hostitelské buňky (Obr. 4, část 6) [14]. 

U obalených virů dochází k uvolňování nových virionů pučením nebo exocytózou, 

protože potřebují získat lipidovou membránu. Nově vytvořená nukleokapsida se přesouvá 

do oblasti buněčné membrány, kde jsou vloženy glykosylované proteiny budoucího virového 

obalu. Kapsida je obalena membránou a pučením se oddělí od buňky (Obr. 7, A). Tímto 

způsobem se uvolňují viriony jednotlivě [15, 16]. Uvolnění exocytózou (Obr. 7 B) je postup 

podobný pučení. Odlišuje se pouze vytvořením nitrobuněčné vezikuly, která na svých 

okrajích obsahuje proteiny pro vytvoření lipidového obalu a uvnitř nese vzniklé viriony. Celý 

váček se přesouvá k buněčnému povrchu, kde jsou viriony poté uvolněny. 
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Neobalené viry opouští buňku její lyzí. Napadená buňka má díky virové replikaci 

narušené své normální metabolické procesy, což vede k její lyzi. Některé viry dokonce 

produkují proteiny, které stimulují buněčnou apoptózu k urychlení virového replikačního 

cyklu [16].  

 

Obr. 7 Schéma uvolnění virionu z buňky pučením (A) nebo endocytózou (B). Převzato a upraveno z [15]. 

Nucleus = jádro, mature virion = nový virion, plasma membrane = plazmatická membrána, cytoplasm = cytoplazma, 

capsid assembly in cytoplasm = sestavení kapsidu v cytoplazmě, transport vehicle = transportní vak. 
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2 Izolace a detekce nukleových kyselin  

Při izolaci NK musí dojít nejprve k lyzi částic, ze kterých se poté extrahuje NK. Lyze 

částic a extrakce je obsáhlejším tématem, proto je rozdělena a více popsána v kapitole 2.1.1 a 

2.1.2.  Detekce NK může být provedena mnoha metodami. Ty nejzákladnější techniky jsou 

popsány v kapitole 2.2. 

2.1 Izolace nukleových kyselin 

Mezi izolační metody NK se řadí extrakční metody, kterými se práce zabývá. Extrakce 

NK je klíčový krok v molekulární biologii, která se využívá v různých oblastech, jako 

například v lékařských a biologických vědách [17]. Na její provedení jsou kladeny základní 

požadavky jako:  

• Jednoduchost, rychlost a vysoká specifita. 

• není potřeba specializované vybavení, speciální znalosti a dovednosti. 

• Výsledná NK by měla být čistá a jednoduše použitelná pro různé zvýrazňovací 

techniky. 

• Činidla by měla být neškodná a příprava by měla odolat kontaminaci dalšími vzorky. 

• Detekční limity jsou maximalizovány v případě malého objemu eluátu. 

• V případě klinických vzorků eliminace potencionálních inhibitorů DNA polymerázy. 

• Konečným cílem je čistá NK bez kontaminantů amplifikace [18, 19]. 

 

Příprava vzorku na extrakci NK zahrnuje dva kroky, lyze buňky a extrakce molekuly, 

v našem případě NK [20]. K buněčné lyzi dochází narušením buněčné membrány a 

odstraněním membránových proteinů a lipidů [17, 21]. 

2.1.1 Lyze virových částic 

Metody pro lyzi virionů jsou podobné jako metody pro lyzi buněk obecně. Buněčnou 

lyzi můžeme provést chemickou, biologickou, mechanickou nebo fyzikální cestou (Obr. 8). 

Existuje několik variant těchto metod a každá má svou výhodu i nevýhodu. Například 

chemické a biologické metody jsou jednoduché a nenáročné na vybavení laboratoře, ale jejich 

reagencie mohou ovlivnit následující detekci. Naopak pro mechanické a fyzikální metody je 

potřeba specifické přístroje [17, 20].  
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Obr. 8 Schéma metod buněčné lyze. Převzato a upraveno z [22]. 

Chemickou lyzi můžeme způsobit pomocí pufrů a detergentů [22] 

př. sodná  sůl dodecylsulfátu (SDS) [23] nebo oktylfenol ethoxylát (Triton-X 100) [24].  

Detergenty jsou látky schopné rozrušit lipidové interakce v buněčné membráně. Membrána 

buněk se skládá z lipidové dvojvrstvy hydrofilních a hydrofobních molekul. Jednu lipidovou 

vrstvu tvoří hydrofobní část, na kterou jsou přímo napojeny hydrofilní molekuly. Buněčná 

membrána je tvořena ze dvou těchto lipidových vrstev. Hydrofilní molekuly směřují dovnitř 

nebo mimo buňku a hydrofobní část je uzavřena uvnitř membrány. Právě pufry se využívají 

v tzv. alkalické lýzi, která využívá OH- iontů ke změně pH a následné lyzi buněčné 

membrány. Buňka se rozpadá a dochází k lyzi.  

Biologická metoda využívá enzymy, např. lysozym, zymoláza nebo proteáza. 

Výhodou enzymatické lyze je specifičnost enzymů, které můžeme využít na konkrétní 

rozklad.  

Mechanickou cestou lyze dochází k rozpadu pomocí smykové síly. Mezi tyto metody 

patří vysokotlakový homogenizátor a metoda skleněných kuliček. Princip lyze pomocí 

homogenizátoru spočívá v protlačení buňky otvorem za použití vysokého tlaku. Metoda 
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skleněných kuliček zahrnuje jejich mísení s buněčnou suspenzí za vysokých rychlostí. 

Střetávání buněk s korálky způsobuje lyzi buněk a uvolnění jejích složek. 

Fyzikální metody využívají vnější síly k porušení buněčné membrány, např.: teplem, 

osmózou, ultrazvukovými vlnami. Tepelná lyze nastává při opakovaném zmrazení a 

rozmrazení, čímž vzniká led na membráně buňky a rozkládá ji. Náhlou změnou koncentrace 

soli v prostředí kolem buňky dochází k tzv. osmotickému šoku a buněčná membrána se stane 

propustnou pro vodu. Nižší koncentrace soli v okolí buňky vede k nasávání vody do buňky, 

která následně praskne. Přístroj na lyzi buněk pomocí ultrazvukových vln se nazývá 

sonikátor. Princip sonikátoru spočívá v kavitaci, kdy se vytváří a následně protrhávají dutiny 

vytvořené snížením lokálního tlaku pomocí ultrazvukových vln [22, 25]. 

2.1.2 Extrakce nukleových kyselin 

Tyto metody se dělí na extrakce chemické a extrakce na pevné fázi. Rozdělení je 

závislé na využívaných fázích, které se mezi sebou mísí. Chemické extrakce využívají dvě 

fáze v kapalném stavu, extrakce na pevnou fázi využívá jednu kapalnou fázi a druhou pevnou, 

na kterou dochází k vyextrahování NK. 

2.1.2.1 Chemická extrakce 

Chemické extrakce řadíme do tzv. extrakcí mezi kapalnými fázemi, protože jde vždy 

o dvě nemísitelné kapaliny. Mezi tyto metody patří např. fenol-chloroformová extrakce nebo 

alkalická extrakce. Někteří autoři do této skupiny zařazují také izolaci pomocí chloridu 

cesnatého s ethidium bromidem, jejichž princip popisuji dále v práci [17, 20]. 

Princip velmi využívané fenol-chloroformové extrakce spočívá ve smíchání vzorku a 

roztoku fenol-chloroformu s následnou centrifugací. Obecně při oddělování NK je třeba 

inaktivovat buněčné nukleázy, což je možné právě organickými rozpouštědly. Fenol je 

hořlavá, toxická organická látka, která zcela neinhibuje aktivitu nukleáz. Tento problém lze 

jednoduše vyřešit kombinací fenolu, chloroformu a alkoholu. Centrifugací získáme rozdělení 

na vodnou (horní) a organickou (dolní) fázi. DNA je obsažena ve vodné fázi a přidáním 

ethanolu a isopropanolu docílíme jejího vysrážení ze supernatantu. Promytím 70 % ethanolem 

a odstředěním supernatantu se odstraní zbývající ethanol a isopropanol ze sražené DNA.  

Finální DNA se rozpustí v pufru nebo v destilované vodě [19, 26]. 
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Pro extrakci RNA se fenol-chloroformová metoda využívá za použití guanidinium 

thiokyanátu. Tato jednokroková metoda byla popsána Chomczynskim a Sacchim [19, 26, 27]. 

Princip tohoto vylepšení spočívá ve využití kyselého roztoku thiokyanátu, fenolu a 

chloroformu, díky kterému je možné RNA oddělit od DNA. Proteiny a DNA zůstávají 

v organické fázi a RNA se oddělí do vodní fáze. K získání celkové RNA dosáhneme 

vysrážením pomocí isopropanolu [19, 26]. 

Alkalická extrakce se využívá k izolaci plazmidové DNA. Princip extrakce spočívá 

v denaturaci vysokomolekulární chromozomální DNA alkalickým roztokem (NaOH + SDS), 

zatímco kruhová plazmidová DNA zůstává nedotčena. Neutralizací se z chromozomální DNA 

vytvoří nerozpustná sraženina a po krátké centrifugaci plazmidovou DNA nacházíme 

v supernatantu. Takto připravená čistá DNA je vhodná pro méně citlivé detekce [17, 26]. 

Metoda za použití chloridu cesného (CsCl) a ethidium borimidu (EtBr) se používá již 

od roku 1950 pro izolaci NK [19]. Princip metody spočívá v rozdílu specifické hustoty látek. 

EtBr je interkalační látka, která zvýrazňuje a odděluje DNA molekuly dle svinutí. NK jsou 

koncentrovány centrifugací v gradientu EtBr-CsCl po precipitaci a resuspendaci v alkoholu. 

V nižší hustotě gradientu CsCl se hromadí kruhové molekuly s kovalentními vazbami, protože 

oproti lineárním molekulám v přepočtu na pár bází zahrnují méně EtBR [26]. Metoda je velmi 

citlivá a výsledkem je čistá DNA. Naopak mezi nevýhody metody patří časová náročnost, 

pracnost, finanční nákladnost a přítomnost EtBr jenž může ovlivnit následné detekce [17, 19]. 

2.1.2.2 Extrakce na pevné fázi 

Extrakce na pevné fázi patří mezi nejúčinnější techniky extrakce NK. Princip metody 

spočívá v kombinaci mobilní a stacionární (pevné) fáze, která odděluje specifický analyt 

z roztoku [17, 28]. Jako stacionární fáze se používá př. celulózový, skleněný nebo magnetický 

nosič, křemelina nebo silika gel [17], a mobilní fází je obvykle kapalina [26]. Hlavním 

úkolem této metody je zakoncentrování, vyčištění vzorku, a jeho přenos z matrice do jiného 

rozpouštědla nebo do plynu. Tento postup byl vyvinut jako náhrada nebo doplněk pro extrakci 

kapalina-kapalina [29]. 

Již v roce 1979 bylo zjištěno, že křemičitany mají vysokou afinitu k DNA a 

tento princip je využíván ve všech nosičích obsahujících oxid křemičitý a chaotropní soli. 

Mezi tyto nosiče patří silikagel, křemelina a skleněný nosič, tvořený křemičitými, 
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pazourkovitými a borosilikátovými skelnými vlákny uspořádanými jako filtr  [26]. 

Mechanismus této techniky závisí na vysoké afinitě záporně nabitých částic DNA ke kladně 

nabitému oxidu křemičitému. Molekuly DNA se v posledním kroku eluují v hypoosmotickém 

roztoku nebo v destilované vodě [17, 30, 31].  

Provedení extrakce na pevné fázi je metoda tzv. spin-kolonky nebo technika 

magnetického nosiče. Extrakční metoda pomocí spin-kolonky využívá principu vazby na oxid 

křemičitý v koloně. Z lyzovaného vzorku se NK navážou ve spin-kolonce na pevnou fázi, 

kterou tvoří oxid křemičitý a kolona se poté centrifuguje. K promytí se přidá pufr a opět 

kolonu vložíme do centrifugy. Posledním krokem se NK eluují. Metodu spin-kolonky 

využívají komerční kyty. 

Technika magnetického nosiče umožňuje extrakci jak genomové, plazmidové a 

mitochondriální DNA, tak i RNA ze složitých směsí pomocí hybridizace. K extrakci NK se 

využívají magnetické nosiče vytvořené z biopolymeru, který má afinitu k cílové NK. 

Například  oxid železitý na povrchu modifikovaný dvojmocným kovem (M= Cd, Co, Cu) a 

hydroxidem sodným [26, 32]. Spojení magnetických částic s vhodným pufrovacím systémem 

dokázalo zrychlení a zlepšení účinnosti extrakce [17].  

Na Obr. 9můžeme vidět schematický příklad extrakce pomocí magnetických částic. 

Do nádoby se pipetuje vzorek s přimíchanými magnetickými částicemi, které zachycují 

cílovou NK (a). Magnet se přikládá na stěnu nádoby a přitahuje veškerý magnetický materiál, 

čímž umožňuje očištění NK promývacími kroky (b). Zahřátím dochází k uvolnění NK 

z magnetických částic (c) a pomocí magnetu jsou z eluátu odstraněny magnetické nosiče (d). 

Tímto způsobem je DNA očištěna od buněčného odpadu. Metoda magnetických nosičů je 

velmi jednoduchá a efektivní. Jedna z výhod je vyhnutí se centrifugačním krokům, které jsou 

potřebné u spin-kolonek. [19, 32].  
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Obr. 9 Schématické zobrazení extrakce na magnetickou pevnou fázi. Převzato a upraveno z [19]. Incubarion (NA capture by 

silica) = Inkubace (NK zachyceny na magnet), Washing = promytí, Elution = eluce, Final purification = finální purifikace. 

2.1.2.3 Automatizace extrakce nukleových kyselin 

Automatizaci extrakce NK můžeme rozdělit do dvou druhů: poloautomatizované a 

automatizované metody. U poloautomatizovaných metod dochází ke zjednodušení díky 

možnosti extrakce více vzorků najednou. Automatizované extrakce jsou plně prováděny 

přístroji. Laborant pouze načte vzorky a spustí přístroj, který sám vzorky zpracuje. Pracovník 

v mezidobě může svůj čas věnovat dalšímu úkolu.  

Výhodou automatizovaných metod je větší reprodukovatelnost díky přesné robotice 

oproti ručnímu pipetování, nižší pravděpodobnost záměny nebo kontaminace vzorků. 

Nevýhodou je dražší pořizovací cena než manuální metoda, nákladnější údržba a provoz [33]. 

2.2 Detekce nukleových kyselin 

Následujícím postupem po vyextrahování nukleových kyselin je jejich detekce. 

V této kapitole jsou vysvětleny metody jako polymerázová řetězová reakce (PCR), 

elektroforéza, metoda sekvenování nové generace (NGS) a metoda microarray.  
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2.2.1 PCR  

Technika PCR patří do kategorie termocyklických metod, tzn. že vyžadují teplený 

cyklus [35]. Je to nejvíce využívaná metoda detekce specifických sekvencí NK, a proto je 

považována za tzv. zlatý standard. Proces PCR metody spočívá v replikaci DNA. Tímto 

způsobem je DNA namnožena a díky tomu detekovatelná pomocí gelů nebo technik 

založených na fluorescenci. Postupně byly vyvinuty modifikované testy PCR, například 

tzv. reverzní transkripce s následnou PCR v reálném čase [35, 36]. 

Postup PCR metody zahrnuje 3 kroky, tavení DNA, cyklení a polymerace DNA. 

Tento postup je opakován 30‒40krát, aby došlo k milionovému namnožení DNA.  Prvním 

krokem jsou vlákna DNA rozdělena do jednovláknových molekul procesem přidání energie, 

která rozbíjí vodíkové vazby mezi nukleotidy protilehlých vláken. Tento postup probíhá při 

teplotě 94 - 95 °C po dobu 5 - 10 minut (Obr. 10, krok 1). 

V druhém kroku PCR metody nastávají 3 fáze – denaturace, nasednutí primerů a 

prodloužení. Postup denaturace je podobný kroku tavení DNA. Rozdíl je v tom, že 

denaturační fáze trvá pouze 15 - 30 sekund při teplotě 95 °C. Následuje fáze nasednutí, při 

které se vážou malé molekuly DNA tzv. primery na oddělená vlákna DNA. Teplota žíhání 

bývá v rozmezí 45 – 65 °C. Poslední fáze prodloužení spočívá v syntéze, nového řetězce 

DNA začínajícího od 3´ konce pomocí DNA polymerázy. Tento postup probíhá při teplotě 

72 °C po dobu 60 s (Obr. 10, krok 2). 

Polymerace je třetí a poslední krok PCR metody. Dochází ke konečnému prodloužení 

DNA při teplotě 4 °C (Obr. 10, krok 3).  A celý proces se opět opakuje. 
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Obr. 10 Schéma detekce NK metodou PCR. Převzato a upraveno z [36]. 

2.2.2 Microarray 

Technika, jenž označujeme microarray představuje analýzu genové exprese. Princip 

metody microarray je založen na hybdridizaci mezi dvěma vlákny DNA. Veškerá mRNA, je 

zkopírována do cDNA pomocí reverzní transkriptázy a poté použita k hybridizaci na známé 

sekvence DNA oligonukleotidů. Dochází ke specifickému párování komplementárních 

sekvencí NK vytvořením vodíkových vazeb mezi bázemi nukleotidů. Spojením čím většího 

počtu spárovaných bází v sekvenci, tím se vytvoří pevnější vazba mezi oběma vlákny. 

Promytím se odstraní nespojené sekvence a zůstávají pevně spárované sekvence, které jsou 

hybridizovány. Fluorescenčně označené cílové sekvence generují signál, který závisí na síle 

hybridizace. Ta je určena např. počtem párových bází [37–39]. 
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2.2.3 Sekvenování nové generace 

Revoluční metoda sekvenování nové generace (NGS) umožňuje analýzu směsí NK, 

které obsahují tisíce sekvencí a dochází k masivnímu paralelnímu sekvenování. Tato 

technologie se využívá k určení pořadí nukleotidů v NK [34, 40]. 

Princip NGS je obdobný metodě dle Sangera a pojmenování tzv. nové generace 

napovídá o vylepšení Sangerovy metody, např. v automatizaci, v druhé, třetí, čtvrté atd. 

generaci. 

Sangerova metoda využívá modifikovanou PCR metodu k syntéze kopií NK, do nichž 

jsou začleněny kromě deoxyribonukleosidtrifosfátů i dideoxyribonukleosidtrifosfáty, které 

nemají – OH skupinu v poloze 3, kam by se mohl vázat další nukleotid v nově vznikajícím 

řetězci. Syntéza probíhá odděleně ve 4 zkumavkách, kdy každá obsahuje jiný 

dideoxyribonukleosidtrifosfát (A, T, G, C).  Amplifikace produktu probíhá pomocí 

asymetrické PCR, která využívá pouze jeden primer, tím pádem probíhá jen na jednom řetězci 

NK, kam se tento primer specificky váže a kopie molekul NK nepřibývají exponenciální 

řadou. Ke stanovení sekvence NK slouží sekvenátor a detekce probíhá během kapilární 

elektroforézy a pomocí laserového detektoru [41].  

NGS lze rozdělit do dvou podkategorií, sekvenování dle hybdridizace a sekvenování 

dle syntézy. Princip sekvenování dle hybridizace se zakládá na využití známých sekvencí 

DNA, které byly hybridizovány s označenými markery. Opakovanou hybridizací a smýváním 

nehybridizované DNA je možné zjistit, zda fragmenty s označeným markerem odpovídají 

sekvenci DNA na filtru. Sekvenování dle syntézy probíhá opakovanými cykly syntézy 

nukleotidů a jejich začleňování do rostoucího řetězce. 

Nové vývoje konkrétně druhé generace přichází v podobně kratšího čtení bází a 

masivního sekvenování DNA, kterým se pokrývá případná chybovost v krátkém čtení. Třetí a 

čtvrtá generace sekvenování přichází se zpátečnickým delším čtením bází, ale zachovávají 

masivní sekvenování. Tímto se získá velké množství informací o primární sekvenci a 

nedochází k chybovému opakování prvků DNA. Třetí generace se také snaží o zavedení 

sekvenování dlouhých molekul DNA i RNA 

Vylepšováním a zjednodušováním Sangerovy metody dochází k urychlení postupu 

a vyvinutí cenově výhodnějších technik [42, 43]. 
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2.2.4 Gelová elektroforéza 

Elektroforéza je metoda, která se využívá k separaci elektricky nabitých molekul 

v elektrickém poli. Nukleové kyseliny jsou přirozeně záporně nabité molekuly, lze je tedy 

tímto způsobem rozdělit.  

Elektroforetické dělení probíhá na nosiči, v gelu (Obr. 11), kterým může být agaróza 

nebo polyakrylamid. Agaróza je vhodné medium pro dělení větších fragmentů DNA, a 

naopak polyakrylamid menších molekul proteinů a DNA. Gel je ponořen do pufru, např. 

nejvíce používaný TAE pufr (Tris/Borate/EDTA, roztok složený 

z tris(hydroxymethyl)aminometanu, kyseliny borité a EDTA), který poskytuje ideální pH a 

ionty podporující vodivost roztoku.  

Obr. 11 Schématické provedení gelové elektroforézy. Převzato a upraveno z [44]. 

Celou soustavou protéká elektrický proud mezi anodou a katodou. Jak již bylo řečeno, 

NK jsou záporně nabité molekuly a jejich pohyb směřuje od záporné katody ke kladné anodě. 

Separace NK gelovou elektroforézou probíhá na základě jejich velikosti. Hmotnostně větší 
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molekuly migrují pomaleji, něž ty menší. Tímto způsobem se vytvoří separační sloupec 

(Obr. 12). 

Po úspěšném rozdělení vizualizujeme separované NK pomocí činidel. Nejčastější 

používané činidlo při vizualizaci NK je EtBr. Gel je následně osvětlován UV lampou  a získá 

se fluorescenční obraz, který je po vyfotografování černobílý (Obr. 12 [44–47]. 

Obr. 12 Zobrazení separované NK gelovou elektroforézou. Vizualizace činidlem EtBr (A). Po osvětlení UV lampou a 

vyfotografování (B). Převzato a upraveno z [45]. 
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3 Nové trendy  

V této kapitole je uvedeno několik ověřených nových způsobů izolace a detekce NK, 

kterými jsou CRISPR, RADICA, biosensory, MagaZorb, purifikace celulózovým proužkem a 

mikrofluidní zařízení. 

3.1 Nové trendy detekce NK 

Mezi nové trendy detekce jsou zařazeny metoda clustery pravidelně rozmístěných 

krátkých palindromických repetic – CRISPR, rapid digital crispr approach – RADICA, a 

biosensory. 

3.1.1 Clustery pravidelně rozmístěných krátkých palindromických repetic – CRISPR 

Některé buňky mají specifický systém na ochranu před patogeny, který degraduje cizí 

NK, zaznamenává invazi (forma imunitní paměti) a detekuje stejné vetřelce při opakované 

infekci. Detekční metoda CRISPR využívá tento buněčný systém, který se skládá 

z opakujících se palindromických přímých sekvencí (CRISPR pole) a proteinů spojených 

s CRISPR (Cas). CRISPR pole je rozděleno specifickými sekvencemi zvanými spacery. 

Proteiny Cas zajišťují enzymatické štěpení cizorodých NK. Cas proteiny jsou děleny do tříd, 

typů a podtypů.  

Technologie CRISPR a rozmanitost enzymů Cas spojených s CRISPR zajišťují editaci 

genomů a detekci nukleových kyselin [48, 49]. Ve spojitosti s pandemií COVID-19 byly 

vyvinuty techniky založené na CRISPR jako např. chemická analýza SHERLOCK-Covid 

[50], analýza STOP-Covid [51], AIOD-CRISPR analýza [52] nebo DETECTR příčného toku 

[53].   

Metoda SHERLOCK využívá rekombinázové polymerázové amplifikace (RPA) a 

CRISPR-Cas13 fluorescenčního komplexu pro detekci NK. Krok SHERLOCK představuje 

T7 RNA polymerázu, která vytváří NK pro Cas13. Protein indukuje štěpení jednovláknové 

NK, následně je fluorescenční signál uvolněn a detekován. Metoda SHERLOCK poskytuje 

výsledek přítomnosti NK SARS-CoV-2 do 1 hodiny (Obr. 13) [50].  

Metoda STOP-Covid využívá k detekci SARS-CoV-2 komplex AapCas12b-crRNA 

pro navázání souvisejících míst, které jsou na rozpoznávacích místech amplifikačních primerů 

v cílové sekvenci. Tento komplex je zaveden do roztoku, který obsahuje primery, izotermický 

amplifikační pufr, cílovou sekvenci a taurin. Aktivace komplexu AapCas12b v přítomnosti 
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viru potvrzuje aktivitu do dvou minut. Touto metodou je získán výsledek do 40 minut při 

použití fluorescenční indikace [51].  

Analýza AIOD-CRISPR představuje zavedení dvojice crRNA, která umožňuje vznik 

Cas12a-crRNAkomplexu. Komplex dále reaguje s komponenty jako např. vazebný protein, 

primery, polymerázy a cílové sekvence. Po navázání komplexů Cas12a-cr-RNA na cílová 

místa, je aktivována endonukleáza Cas12a a následně štěpí přilehlé vazby [52].  

CRISPR-Cas12a metoda nazvaná DETECTR využívá reverzní trankripci a izotermální 

amplifikaci (LAMP) pro extrahovaný vzorek. Cas12a spouští trans-štěpení NK. Přítomnost 

viru je potvrzena vedlejší aktivitou Cas12a, která štěpí reportérské molekuly. Signál se 

vizualizuje fluorescenčním zařízením (Obr. 13) [53]. 

Obr. 13 Schématické porovnání CRISPR metod. Horní schéma zobrazuje metodu SHERLOCK (a) spodní schéma zobrazuje 

metodu DETECTR (b). Převzato a upraveno z [54] Patient sample = vzorek od pacienta; extracted RNA = extrahovaná 

RNA; recombinase polymerase amplification (RPA) = rekombinázová polymerová amplifikace;CRISPR/Cas13 mediated 

targer RNA recognition = CRISPR/Cas13 zprostředkovaný terč pro RNA rozpoznán; RNA probe = RNA sonda; Cas-13 

mediated probe cleavage = Cas-13 štěpení zprostředkované sondy; RT-LAMP amplification = reverzní transkripce a 

izotermální amplifikace; lateral flow visual readout = vizuální indikace bočního toku. 
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3.1.2 Rychlý digitální přístup CRISPR – RADICA 

Techniky molekulární diagnostiky pro SARS-CoV-2, které zahrnují systém 

CRISPR-Cas jsou citlivé metody pro detekci viru. Diagnostika na tomto podkladě však 

postrádá kvantifikační schopnost detekce. Vyvinutá technika RADICA pro detekci 

SARS-CoV-2 umožňuje kvalitativní i kvantitativní detekci. Metoda byla testována i na viru 

Epstein-Barrové a může být přizpůsobena na detekci jiných druhů virů. 

Tato technika kombinuje přesnost PCR metody, rychlost amplifikačních technik jako 

např. LAMP metoda a nástroj na úpravu genů CRISPR. Detekce probíhá na čipu a reakce je 

rozdělena do 10 000 sekcí. Protein Cas12a se využívá k identifikaci a vazbě na cílovou NK. 

Detekce probíhá fluorescenční metodou. Počet fluorescenčních oddílů odpovídá množství NK 

ve vzorku [55, 56].  

3.2 Biosensory 

Analogy DNA jsou nástroje využívány k vývoji různých typů biosensorů. Mezi 

nejznámější analogy patří LNA (uzamčená NK – analog RNA), PNA (peptidová NK) a PTO 

(fosforothiolát oligonukleotid). PNA je uměle syntetizovaný polymer. Báze nukleotidu jsou 

vázány na páteř karbonylovými vazbami. Protože PNA neobsahuje fosfátové skupiny je vazba 

mezi PNA a DNA silnější než DNA-DNA kvůli absenci elektrostatického odporu. 

Biosensory jsou citlivé analytické zařízení převádějící fyzikální nebo chemický signál 

na jiný, lépe měřitelný. Rozpoznávací část tvoří prvek biologického původu, který přímo nebo 

nepřímo reaguje s cílovým analytem. Dojde k přeměně biologické reakce na měřitelný 

elektrický signál a zesilovač signál zesílí k možné detekci. Využití biosensorů se ve virologii 

používá k identifikaci NK [57, 58] . 

 Například k detekci microRNA (miR) je využívána platforma založená na stříbrných 

nanotrakturách a systému pyrrolidinyl PNA, který je tvořen 

D-prolyl-2-aminocyklopentanecarboxylové páteře (acpcPNA) (Obr.  14). Tento senzor se 

skládá z porézní stříbrné nanopěny (AgNF) potažené tenkou vrstvou polypyrrolu (PPY). 

Povlak je vodivý a obsahuje aminové skupiny k ukotvení PNA. Vysoká hustota aminových 

funkcí v pěnové struktuře umožňuje zachycení miR, čímž se zvýší citlivost. Oxidační proud 

AgNF ve fosfátovém pufru udává měřitelný signál, který je detekovatelný voltametrií. 
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Obr.  14 Schématické zobrazení příkladu biosensoru. Převzato a upraveno z [59]. Electrode = elektroda; miR = micro RNA. 

3.3 Nové trendy izolace 

Nové trendy v oblasti izolace jsou metoda MagaZorb a technika purifikace 

celulózovým proužkem. 

3.3.1 MagaZorb 

MagaZorb je technika vyvinuta k účinné izolaci virových NK, která je důležitým 

krokem v diagnostice viru.  Jednoduchost, rychlost, absence náročných zařízení nebo 

organických činidel patří mezi výhody této metody. K provedení metody je třeba mít 

k dispozici magnet. Z těchto důvodů metodu lze použít i v chudších zemích. Metodu lze 

použít v manuální, poloautomatizované nebo plně automatizované platformě.   

Princip techniky je založen na specifické reakci mezi NK a proprietárními 

magnetizovatelnými částicemi v přítomnosti speciálně upravených pufrů. Metoda byla 

vymyšlena tak, aby reakce nebyla závislá na chotropních činidlech.  

Následující postup popisuje Obr.  15. V prvním kroku se smíchá vzorek s pufrem 

určeným k lyzi buněk. Po lyzi buněk dochází k uvolnění NK, které se poté vážou 

na MagaZorb magnetizovatelné částice přidávané v druhém kroku. V třetím kroku se systém 

promývá pufrem na vodní bázi. Aplikací magnetu dochází k zadržení navázaných NK a 

odstranění pouze nežádoucích částic. Izolované NK se eluují elučním pufrem a jsou 

připravené na další analýzu [60].  
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Obr.  15 Postup metody MagaZorb. Převzato a upraveno z [59]. 1. Lyse Sample = lyze vrozku, sample = vzorek, lysis buffer 

= puffr k lyzi; 2. Add binding buffer nd MagaZorb reagent = přidání pufru k vázaní a MagaZorb reagencie, Bingin buffer = 

pufr k vázání MagaZorb reagent = MagaZorb reagencie; 3. Add eash buffer, apply magnet ans aspirate, repeat once = 

přidání promývacího pufru, aplikace magnetu a spiratu, opakovat jednou, Wash buffer = promývací pufr, aspirate = aspirát. 

4. Remove magnet, add elution buffer, apply magnet and collect purified nucleic acid. Oddělat magnet, přidání elučního 

pufru, aplikace magnetu a sesbírání pufirikovaných NK, Elution buffer = eluční pufr, collect = sesbírání.  

3.3.2 Purifikace celulózovým proužkem 

Tato metoda je jednoduchá, rychlá a není potřeba speciálních pufrů nebo přístrojů na 

provedení purifikace. V závislosti na pandemii COVID-19 metodu lze provést 

v nelaboratorních podmínkách, např. na letišti.  Princip purifikace NK je založen 

na vlastnostech celulózy. Celulóza má schopnost vázat NK z komplexního vzorku a následně 

po promytí je opět uvolnit. Proces purifikace je hotový do 30 sekund.  

Využívá se celulózový proužek, který je rozdělen do dvou částí. Delší asi 50 mm 

dlouhá část je naimpregnována voskem, protože je určena pro držení proužku. Kratší část 

slouží k reakcím s NK. Obr.  16 

Obr.  16 Celulózový proužek na purifikaci NK. Inpregnovaná část (1), část na vázání NK (2). Převzato a upraveno z [60]. 
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Postup práce je ve 3 krocích: namočení, promytí a amplifikace. Namočením proužku 

do lyzátu dochází k navázání NK na celulózový povrch. Proužek dokáže nasát až 4 µl vzorku. 

Poté je proužek ponořen do promývacího pufru, aby došlo k odstranění kontaminantů, které 

mohou ovlivnit amplifikační proces. V posledním kroku je proužek opět ponořen, tentokrát do 

amplifikační reakce, čímže dojde k eluci NK. Eluát je přenesen přímo k PCR reagentům 

s primery a může být následně detekován.  

Výzkumná skupina zjistila, že k nejlepšímu promytí stačí proužek ponořit pětkrát 

do 10 mM TAE pufru. Čím větší kontaminace vzorku, tím je doporučeno vícekrát ponořit 

proužek do pufru. K nejlepším výsledkům amplifikace výzkum přišel ponořením proužku 

patnáckrát [61].  

3.4 Mikrofluidní zařízení 

 Tento trend zahrnuje celý postup identifikace NK, od extrakce po detekci. 

Miniaturizace je klíčový trend v moderních metodách. Miniaturizací systémů dochází 

k urychlení metody a zjednodušení práce. Technologie mikrofluidiky umožňuje výhodné 

zpracování vzorků nebo činidla malého objemu. Obecně mikrofluidní zařízení můžeme 

rozdělit dle principu: na základě kanálků nebo na základě papíru. Papírová mikrofluidika je 

vyrobena z celulózových nebo nitrocelulózových vláken, které vedou kapalinu absorpcí. 

Kanálkový systém může být vytvořen například 3D tiskárnou [62, 63].   

Velká revoluce přichází s tzv. laboratoří na čipu (lab-on-chip = LOC) (Obr.  17), která 

představuje mikrosystém schopný pojmout celý proces v laboratoři do jednoho čipu. Toto je 

umožněno díky mikrofluidním kanálkům a aktivním a pasivním složkám jako např. filtry 

nebo směšovače. 

LOC je multifunkční technologie zahrnující přípravu vzorku, vlastní reakci a detekci.  

Sekce přípravy vzorku (Obr.  17 krok 1) zahrnuje postup od lyze vzorku, jeho extrakci a 

očištění. Principy lyze a extrakce jsem zmiňovala v předešlé kapitole.   

Amplifikace cílové sekvence (Obr.  17 krok 2) je důležitá při detekci stopových 

množství NK, čímž dojde ke zlepšení citlivosti a selektivity molekulární detekce. V tomto 

procesu se využívá metoda PCR, hybridizace a další, např. izotermální amplifikace.  



38 

 

 

Výsledná detekce signálu (Obr.  17, krok 3) probíhá fluorescenční, elektrochemickou 

nebo kolorimetrickou cestou. Nejvíce využívaná metoda k detekci signálu je fluorescenční 

technika. Její princip spočívá ve využití fluorescenčních barviv, u kterých po ozáření diodou 

vyzařující světlo s vlnovou délkou menší než 490 nm, dochází k emisi fluorescenčního záření.  

Elektrochemická detekce je založena na bázi elektrod. Iontově-membránový senzor udává 

posun křivky napětí, čímž získáváme výsledná data. Kolorimetrická detekční technika 

detekuje reakci kovových indikátorů, barviv nebo zlatých nanočástic s NK. Barevná změna je 

viditelná pouhým okem [62–66].  

Obr.  17 Schématické zobrazení LOC. Převzato a upraveno z [63].Extraction = extrakce; Amplification = amplifikace; 

Detection = detekce; bio-sample, e.g blood = biologický vzorek př, krev; lysis buffer = lyzujíci pufr; PCR reagent = PCR 

reagent; PCR are = PCR prostor; probe, dyes = sonda, barviva; mixing = míchání; output = výsledek. 

Pro představu, jakou velikost má LOC a k jak zásadní miniaturizaci touto technologií 

dochází, je přiložen Obr.  18, kde je viditelné porovnání s mincí. Je jasné, že objemy 

použitých vzorků a činidel jsou udávány v μl. 

Obr.  18 Reálné porovnání LOC s mincí. Převzato a upraveno z [66]. 

V souvislosti s pandemií COVID-19 se stále vyvíjí nejlepší LOC zařízení pro rychlé a 

citlivé stanovení přítomnosti SARS-CoV-2.  
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Závěr 

Na začátku práce jsou uvedené klíčové informace k pochopení základních principů 

nových metod izolace a detekce virových NK. Čtenář potřebuje nejdříve porozumět struktuře 

virů a NK. Struktura virů je popsána v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazů., která 

obsahuje zahrnuje vzhled virionu a vnitřní složení, což představují NK. Struktura NK je 

popsána v následující kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazů.. Tato kapitola vysvětluje 

základní typy NK, jejich složení a princip vytváření vláken DNA a RNA.  Dále je důležité 

pochopit replikační cyklus virionu, což je popsáno v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj 

odkazů., kde jsou vysvětleny jednotlivé replikační kroky a rozdíly v replikaci DNA a RNA 

virů. 

Pro porovnání jsou v práci uvedeny v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. 

stávající metody izolace a detekce NK. V kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. je 

vysvětleno jakým způsobem se z virionů izolují NK, které se dají následně detekovat. 

Základní metody detekce NK jsou PCR, microarray, sekvenování nové generace a 

elektroforéza. Jejich princip je formulován v kapitole 2.2. 

Na závěr práce jsou uvedeny nové trendy v izolaci a detekci NK. Porovnání 

jednotlivých trendů není možné, protože každý má své přínosy a jsou založeny na různých 

principech. Miniaturizační trend má velkou výhodu v převedení všech laboratorních postupů 

od izolace až po detekci na malý čip za použití malých objemů vzorku a činidel. Detekční 

metoda STOP-Covid patří mezi CRISPR techniky. Byla vyvinuta v důsledku pandemie 

COVID-19 a umožňuje detekovat přítomnost SARS-CoV-2 do 40 minut. Jako další metoda 

pro detekci SARS-CoV-2 byla vyvinuta technika RADICA, která se vyznačuje kvalitativními 

a kvantitativními výsledky. Trend biosensorů umožňuje převedení na lépe detekovatelný 

signál. Technika MagaZorb využívaná k izolaci NK a metoda purifikace pomocí 

celulózového proužku se vyznačují v provedení bez použití nákladných přístrojů a jsou možné 

pro klinické využití v chudších zemích, popř. v terénu. 
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Seznam zkratek 

SARS-CoV-2 Koronavirus související s těžkým akutním respiračním syndromem 

DNA  Kyselina deoxyribonukleová 

RNA  Ribonukleová kyselina 

PCR  Polymerázová řetězová reakce 

NK  Nukleová kyselina 

CRISPR Clustery pravidelně rozmístěných krátkých palindromických repetic 

RADICA Rychlý digitální přístup CRISPR 

mRNA  Messengerová RNA 

ssRNA  Jednovláknová RNA 

dsDNA Dvouvláknová DNA 

DdDp  DNA-dependentní DNA polymerázu 

DdRp  DNA-dependentní RNA polymerázu 

SDS  Sůl dodecylsulfátu 

OH-  Hydroxidy 

NaOH  Hydroxid sodný 

CsCl  Chlorid cesný 

EtBr  Ethidium borimidu 

M  Kov 

Cd  Kadmium 

Co  Kobalt 

Cu  Měď 

NGS  Metoda sekvenování nové generace 
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S  Sekunda 

cDNA  Fragmenty genomu určitého organismu 

tzv.  Tak zvané 

A  Adenin 

T  Thymin 

G  Guanin 

C  Cytozin 

U  Uracil 

EDTA  Kyselina ethylendiaminotetraoctová 

UV  Ultrafialové 

Cas  Proteiny spojené s CRISPR 

RPA  Rekombinázové polymerázové amplifikace 

PNA  Peptidová NK 

LNA  Uzamčená NK – analog RNA 

PTO  Fosforothiolát oligonukleotid 

µl  Mikrolitr 

mM  Milimol 

LOC  Lab-on-chip 

nm  Nanometr 

miR  Mikro RNA 

acpcPNA D-prolyl-2- aminocyklopentanecarboxylové páteře 

AgNF   Stříbrné nanopěny 

3D  trojrozměrný 
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PPY  polypyrrol 


