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ANOTACE

Tato bakalarska prace je zameéfena na nové trendy vizolaci a detekci virovych
nukleovych kyselin. Na zacatku prace jsou uvedeny zékladni informace o struktufe viru,
struktufe virovych nukleovych kyselin a replikaci virti. Nasledné jsou popsany dosavadni
metody izolace a detekce nukleovych kyselin vird. V posledni kapitole jsou uvedeny nové
metody izolace a detekce, které byly vyvinuty primarné kvuli SARS-CoV-2.

KLiCOVA SLOVA
Viry, virové nukleové kyseliny, izolace a detekce nukleovych kyselin, nové trendy

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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UVOD

Izolace a detekce virovych nukleovych kyselin jsou dualezit¢ kroky k zjiSténi
ptitomnosti a typu viru. Pred detekci je nejprve nutné nukleovou kyselinu z viru izolovat.
Toho se docili lyzi virové cCastice vedouci k jejimu rozpadu, kdy je nukleové kyseliny
nasledné mozné extrahovat ze zbytku buné¢ného obsahu. Takto izolované nukleové kyseliny

Ize detekovat riiznymi metodami.

Zakladni metody detekce jsou jiz zastaralé. Novymi technologiemi lze docilit
vylepseni vSech krokt od izolace po detekei. V dusledku pandemie COVID-19 byly vyvinuty
nékteré nové metody, které pomohly k identifikaci SARS-CoV-2.

vvvvvv

rychle se rozvijejici obory vzhledem k probihajici svétové pandemii. Cilem je ptedev§im
vyvoj rychlejsich, levnéjSich, a G¢inngjSich metod umoznujicich v¢asnou detekci viru a

efektivni 1éCbu proti viru.



1 Viry

Viry jsou tvofeny virovou ¢astici nazyvanou virion a muizeme je oznalit jako
intracelularni parazity, jelikoz napadaji buiiky. Nejsou to zivé organismy, protoze samotné
castice nejsou metabolicky ¢inné. Oznacujeme je jako aktivni nebo neaktivni. Pokud mluvime
o aktivni formé¢ viru, jedna se o virion pfipojeny k hostitelské burice a dochézi u n¢j k latkové
pieméné a muze se mnozit. U virioni neaktivni varianty nedochazi k latkové preméné a

nemnozi se [1].

1.1 Struktura vira
Viry se vyskytuji ve variabilnich velikostech, tvarech a formach. Existuji kulovité,
tyCovité, symetrické, asymetrické viry. Struktura viru je specificky navrzena tak, aby chranila

genom a dorucovala jej do hostitelské bunky pro naslednou replikaci [2].

Virion neboli virova castice se skldda z virového genomu obklopeného ochrannym
proteinovym obalem zvanym kapsida. Spole¢né je oznacujeme jako nukleokapsida [1].

V nékterych piipadech je kapsida obalena lipidovou dvojvrstvou [3].

Kapsidu ochranujici genom muzeme rozli§it do 3 hlavnich tvari - polyhedralni,
helikalni a komplexni (Obr. 1). Polyhedralni kapsida (Obr. 1 vlevo) vznika spojenim nékolika
trojuhelnikovych ploch a tim vytvaii skofapku pro genom ulozeny uvnitf. Pod mikroskopem
se viriony tohoto typu mohou jevit jako kulaté. Tyto viry jsou pravidelné, s pevnym tvarem a
velikosti. Strukturu tohoto typu maji ptredev§im DNA viry. Helikalni kapsida (Obr. 1
uprostied) obaluje dokola genom a vytvaii spiralu, tzv. prodlouzena nukleokapsida. Tyto viry
jsou tvarové a velikostné variabilngjsi. Helikalniho typu jsou ptedev§im RNA viry.
Komplexni kapsida je tvofena napi. kombinaci helikalniho a polyhedralniho typu jako

na Obr. 1 vpravo.
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Obr. 1 Strukturdini priklady kapsid. Prevzato a upraveno z [1]. Polyhedral = polyhedralni, helical = helicdlni,
coplex = komplexni.

Pfitomnosti nebo naopak neptitomnosti lipidové vrstvy kolem kapsidy rozdélujeme

viriony na obalené a neobalené. Lipidova vrstva funguje jako §tit pfed imunitnim systémem
[1].

V obalenych virech je kapsida s virovym genomem obalena lipidovou vrstvou, ktera
obsahuje bilkoviny [3]. Tyto viry jsou citlivé vici pracim prostfedkim, zménam pH, suSeni a

cey

na vn¢jSich povrsich dlouho nepieziji.

Neobalené viry tuto strukturu nemaji. Nekteré viry tim ziskavaji vyhodu v odolnosti

proti dezinfekénim prostiedktim pf. alkohol, ziedéné bélidlo, a ve zvySeni stability v zivotnim

vvvvvv

vvvvvv

nukleové kyseliny (NK), které nesou nezbytné informace pro infekci a replikaci viru
v hostiteli. Genom viru je tvofen vzdy bud’ kyselinou deoxyribonukleovou (DNA) nebo
kyselinou ribonukleovou (RNA). Takto rozliSujeme DNA viry a RNA viry [1].

1.2 Struktura nukleovych kyselin

NK u virtt mize mit variabilni uspofadéni, linedrni nebo cirkuldrni. Zpravidla je u virt
linearni organizace, avsak i zde najdeme vyjimky jako napiiklad ¢eled” Circoviridae (DNA)
nebo Bunyaviridae (RNA). V piipadé linearni virové DNA casto dochazi k docasnému

prechodu na cirkularni usporadani, které je dilezité pro replikaci viru [4].

11



Struktura nukleovych kyselin je klicem k pochopeni tvorby novych NK. Je to proto, ze
jeden fetézec je Sablonou pro mnoho dalsich vldken. Zakladnimi stavebnimi kameny NK jsou
nukleotidy. Jsou tvofeny z cukru, baze a tii fosfatovych skupin (Obr. 2). Riboza je cukr tvotici
RNA a deoxyriboza tvoifi DNA. OdliSujici faktor deoxyribézy od ribozy je chybéjici
hydroxylova skupina na druhém uhliku cukru. Existuji ¢tyfi baze pouzivané pii formovani
nukleovych vldken. Tyto baze délime na purinové a pyrimidinové. DNA se lisi tim, ze

obsahuje bazi thymin, misto kterého je v RNA uracil [1].

Zakladni 4 baze nukleotidi:
e adenin (A) a guanin (G) jsou purinové baze,

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

Nukleotidy jsou vazany mezi sebou fosfodiesterovou vazbou (Obr. 3), ktera spojuje
OH skupinu ribézy nebo deoxyribézy jednoho nukleotidu a fosfatovou skupinu druhého
nukleotidu [5]. Takto se vytvareji dlouhé polynukleotidové fetézce. VElenénim do fetézce
nukleotid ztraci dva fosfaty a vznika fetézec DNA nebo RNA sestavajici z fosfo-cukerné

patefe se vSemi bazemi sméfujicimi na jednu stranu (Obr. 3).

5-ti uhlikovy cukr Nulkleosid Nulkleotid
(pr-. riboza/deoxyriboza) (cukr + baze) (cukr + baze + fosfat)

Obr. 2 Struktura nukleotiduii. Prevzato a upraveno z [1].

12



Genom NK miuze byt dvouvlaknovy, nejcastéji DNA viry (dsDNA — dvouvldknova
DNA), nebo jednovlaknovy, obycejné¢ RNA viry (ssRNA - jednovlaknova RNA).
U dvouvldknovych NK se baze jednoho nukleotidu pomoci vodikovych vazeb sparuji
s bazemi druhého nukleotidu. Adenin se vzdy paruje s thyminem nebo uracilem v RNA
dvéma vodikovymi vazbami. Guanin se vZdy paruje s cytosinem tfemi vodikovymi vazbami
(Obr. 3 Schéma spojovani nukleotidi vodikovymi miustky. Pfevzato a upraveno z [1]. Toto

pravidlo se oznacuje jako komplementarita bazi.
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(o)

o g
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O |
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®
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Vodikové vazby mezi bazemi

Fosfodiesterova vazba i

3" konec
Obr. 3 Schéma spojovani nukleotidit vodikovymi miistky. Prevzato a upraveno z [1].

Zacatek tetézce nukleové kyseliny se nazyva 5’ konec. Je tomu tak, protoze cukr
prvniho nukleotidu ma volny 5 uhlik, ktery neni napojen na jiny nukleotid. Nové nukleotidy
se pfidavaji na 3’ uhlik ribézy, takze vlakno nukleové kyseliny roste smérem od 5° k 3¢ konci.

Tato smérovost je zkracena jako 5’ — 3’ (Obr. 3).

Polaritu vlakna v orientaci 5°— 3° oznaCujeme jako kladnou, protoze se Cte

ve vyhovujicim sméru pro syntézu proteini. Kladné orientace odpovida usporadani mRNA.
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Opacnou, negativni orientaci fetézce oznacujeme jako komplementarni, protoze zapada

do spojeni s kladnym fetézcem.

V Tabulka 1 je piiklad uspofadani bazi a jejich konkrétni polarita. Kladna polarita
DNA sablony odpovida mRNA. DNA komplementarni k Sablon¢ ma zapornou polaritu a

paruje se s Sablonou, viz Obr. 3

Pravé slozka mRNA je dilezity komponent pro replikaci viru v hostiteli. Cim rychleji

je tvofena mRNA, tim rychleji se vytvareji proteiny a jsou pietvareny do novych viriond [1].

STRUKTURA POLARITA | USPORADANI BAZI

DNA 3$ablona KLADNA 5'-GGATC-3'
Komplementarni vlakno ZAPORNA 3'- GGATC -5’
mRNA KLADNA 5'-GGAUC-3'

Tabulka 1 Priklad usporddani bdzi a polarita u specifickych struktur virového cyklu.
Pandemie COVID-19 zpuisobena obalenym koronavirem SARS-CoV-2 jehoz genom

je tvofen SSRNA s pozitivni polaritou [6].

Pti kladné polarit¢ dochazi ktranslaci do jednotlivych polypeptidi piimo
na ribozomech, v pfipadé negativni polarity musi dojit nejprve k transkripci informaci
do podoby mRNA pomoci virové RNA transkriptazy. Ulozeni genetické informace ve formé
RNA molekul je vyjimeéna vlastnost nalezend jenom u vird. Nepfitomnost systému
upravujiciho ¢innost RNA polymeraz pravdépodobné umoziiuje RNA virim velky pocet
mutaci. Tato variabilita pfindsi RNA virdm vyhodu v podobé jak snadného Uniku imunitnim

mechanismtm hostitele, tak jednoduchych mezidruhovych ptenost [4].

Presnost replikace DNA je vysokd, tedy mutace DNA vird jsou spiSe vzéacnosti.
Toto je vyhoda DNA virti, protoze jsou stabilni a v hostiteli mohou ptetrvavat po delsi dobu.
Také dokazi pfesmérovat buiice vlastni enzymy a polymerazy na replikaci vice virioni, ¢imZ
si zajistuji delsi zivostnost [1].
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Genom muzeme u nékterych viri najit nesouvisly, ale tvofeny separatnimi segmenty,
kde kazdy segment koduje urity protein. V takovém piipadé mohou viry vytvaret nové

kombinace a tim podpofit vznik riznych novych variant [4].

1.3 Virovy replika¢ni cyklus

Zakladni cyklus virioni mizeme rozdélit do 6 ¢asti (Obr. 4). Tento zakladni cyklus
zaCind rozpoznanim a pfipojenim k hostitelské¢ buiice, néasleduje vstup do bunky a vyuziti
enzymu hostitele k tvorbé virovych proteint, které pozdéji tvoii napt. kapsidu viru. Dal§im
krokem je replikace virového genomu, jeho seskladani do kapsidy a uvolnéni nového virionu

z bunky, ktery infiltruje dalsi bunky. Cely cyklus se poté znovu opakuje [7, 8].

@ 1 Recognition and attachment
/ / \‘2 Entry \'

B S ggg ——

3 Protein 4 Genome
synthesis replication
5 Assembly
o

o O

- @
°@ g €
6 Release and
transmission
Obr. 4 Zdkladni cyklus replikace virionii. Prevzato a upraveno z [6]. 1. Recognition and attachment = Rozpozndni a vazba,

2. Entry = wvstup, 3. Protein synthesis = syntéza proteinii, 4. Genome replication = replikace genomu, 3.
Assembly = sestaveni, 6. Release and transmission = uvolnéni a prenos.

J

1.3.1 Rozpoznani a vazba
Prvni krok virového cyklu je rozpoznani a vazba virionii na hostitelskou burku.
Ktomu je zapotiebi specificka interakce mezi proteiny na povrchu viru a receptorem

na hostitelské bunce, jak ukazuje Obr. 4, ¢ast 1.
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ProtoZe jsou viry nepohyblivé, tak K interakci dochazi nahodnou srazkou. Receptory
hostitele maji Casto charakter sacharida, glykolipidd nebo glykoproteini, a v bunécném
procesu hraji roli signalizace nebo pfilnavosti. Viry vyuzivaji téchto receptorii jako misto

piipojeni a vstupu do hostitelské bunky [7].

Viriony rozpoznavaji nekolik typti receptord pro vstup do specifickych bunék [8].
Naptiklad v lipidovém obalu viru lidské chiipky (influenza A) je piitomen protein
hemaglutinin, ktery se vdze na kyselinu sialovou piitomnou na bunééném povrchu buiky

hostitele [9].

1.3.2 Vstup do buiiky

Po Gspésném piipojeni virionu na bunku hostitele nasleduje proces vniknuti do buiiky
(Obr. 4, ¢ast 2). Vstupem do bunky je virion zbaven ochranné kapsidy a odhaluje virovy
genom, dochazi k tzv. uncoating, ktery muize probihat v cytoplazmé nebo v jadie buiky.

Genom je nasledné replikovan pomoci mechanismu hostitelské buriky.

Ke vstupu virionu do zivo¢isné bunky existuji dva mechanismy. Jednou z moznosti je

fuze virové a hostitelské membrany a druhy zpisob je endocytézou pomoci receptorti [7].

Obalené viriony pro vstup do butiky pouzivaji membranovou fuzi lipidové dvojvrstvy,
ktera je zobrazena na Obr. 5 vpravo (b). K piekonani tak vysoké kinetické bariéry je potieba
katalyza, kterou zajiSt'uji proteiny pfitomné v lipidovém obalu nebo v hostitelské membrang.
Proteiny jsou stimulovéany signdlem (pf. vazba protein — receptor) z bunky, kterou virion
napada, a prochazeji konforma¢nimi zménami. Hydrofébni segment nebo-li fuzni
smycka/fazni peptid pouzije membranu bunky a virionu a Stadhne obé membrany dohromady

[10]. Tento zpuisob vniknuti do buriky je typicky napt. pro herpes simplex virus 1 a 2 [11].

Vstup do buiiky pomoci receptorové endocytdzy vyuzivaji jak obalené, tak i neobalené
viriony [7]. Endocytéza je zprostfedkovana transmembranovym proteinem clathrinem.
Po ptipojeni k bufice se viriony piesouvaji do oblasti hostitelské membrany, kterd obsahuje
clathrin a jeho vézané ligandy na plazmatické stran¢ membrany. Toto vede k vytvoieni
vezikularniho prostoru obaleného clathrinem a spousti se invaginace membrany. V buiice je
takto vytvotfen endocytoticky vacek (endozom). Vstup do buiniky pies endocytézu mé vyhodu,

ze cely virus je pohlcen do bunky a zbytky virionu mimo hostitelskou buiitku neupozoriuji
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imunitni odpovéd” [7]. Popsany princip je 1épe pochopitelny na Obr. 5 vlevo (a).
Endocytdzovy vstup vyuziva napt. virus chiipky [12].

a Endocytic route: b Non-endocytic route:
clathrin-mediated fusion at the cell surface
endocytosis and
penetration

B

|

{83

| j&
5 »

ﬁ
/

Obr. 5 Vstup virionu do buiky endocytozou (a) nebo virovou fiizi (b). Prevzato a upraveno z [12]. a) Endocytic route:
clathrin mediated endocytosis and penetration = Endocytozova cesta: endocytoza a penetrace zprostredkovana clathrinem,
b) Non endocytic route: fusion at the cell surface = neendocytézova cesta: fiize na bunécném povrchu.

1.3.3 Replikace a syntéza proteini
Struktura genomu urcuje mechanismus, kterym jsou virové geny exprimovany a
virové genomy replikovany [7]. Virovy genom rozdélujeme do 2 kategorii, DNA a RNA, a

kazdy genom je dale replikovan svym zplsobem.

Replikace virového genomu (Obr. 4, ¢ast 4) zajist'uje tvorbu kopii virioni a schopnost
infikovat nové hostitele, tedy ptezivat [13]. Po vstupu do hostitelské bunky je dal§im krokem
Vv replika¢nim cyklu virti prezentace mRNA ribozomiim buiiky pro syntézu virovych proteint.
Tyto proteiny pomdéhaji pii replikaci genomu, kontroluji expresi gend a jsou strukturdlni

slozkou kapsidy a lipidovych obalt (Obr. 4, ¢ast 3) [7].

1.3.3.1 DNA viry
K pochopeni nasledujicich procesii, které pracuji s genetickou informaci, je potieba
vysvétlit proces transkripce a translace. Transkripce predstavuje piepis genetické informace

ulozené v DNA do formy RNA, konkrétné mRNA. Transkripce probiha v jadie bunky.
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Translace znamena pieklad informace z molekuly RNA, ktera byla vytvoiena transkripci,

na proteinovy fetézec. Tento proces probiha na ribozomech.

Genomova DNA se d€li na dsDNA a ssDNA. Virovy geneticky materidl dsDNA je
podobny tomu hostitelskému, a proto virus mize vyuzit bunécnou replikaci a proteinové
syntetizacni organely. Replikace a genova transkripce virové DNA probiha v jadie bunky, kde
jsou k dispozici vhodné syntetiza¢ni enzymy [7]. Nékteré viry vyuzivaji enzymy hostitele,
jiné viry si vytvaii své vlastni enzymy. DNA-dependentni DNA polymerazu (DdDp) vyuziva
dsDNA, ssDNA si syntetizuje DNA-dependentni RNA polymerazu (DdRp) (Obr. 6) [13].

V jadte vyprodukovana virova mRNA piechazi do cytoplazmy a dochazi k translaci na
ribozomech. Translaci mRNA ribozomy produkuji virové proteiny, které se vraci do jadra
buniky [7]. Po zpracovani virové DNA urc¢ené pro vytvofeni genomu nového virionu, je dale
transkribovana DNA, ze které jsou translaci vytvofeny proteiny dilezité pro strukturalni

komponenty virionu, napft. kapsidy.

Viry s genomem ssDNA jej pfevedou pomoci hostitelskych enzymi buniky na dsSDNA,

ktera je dale zpracovana stejnym postupem popsanym v piedeslych odstavcich (Obr. 6) [13].

1.3.3.2 RNAVviry
Genom RNA virl se rozdéluje stejné jako u DNA na dsRNA a ssSRNA, které vyuzivaji
enzym RNA-dependentni RNA polymerazu [13]. Zaroven je dulezité u RNA virt rozliSovat

jejich polaritu, negativni a pozitivni, coz udava zptisob translace (Obr. 6) [7].

U genomu RNA virt s kladnou polaritou je stejna polarita jako u mMRNA, a proto mize
byt RNA prezentovana pfimo ribozomim k translaci a tvorbé virovych proteini [13]. Oproti
tomu genom virt RNA s negativni polaritou ma opacnou polaritu nez mMRNA. Pomoci
enzymu RNA-dependentni RNA polymerazy (RARp) musi nejprve dojit k pfeméné na RNA

kladnou polaritu, kterou lze piedlozit ribozomlim na translaci [9].

U nékterych RNA virh je mRNA jiz piitomna V hostitelské buice jeste
pred napadenim buriky, u jinych RNA a DNA vird je mRNA syntetizovana pravé vstupem
do hostitelské bunky [13]. Pro lepsi pochopeni replikace DNA a RNA virt je ptiloZzen Obr. 6.
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Obr. 6 Schéma replikace DNA a RNA virii. Prevzato a upraveno z [12].

1.3.4 Uvolnéni virionu z buiiky

Viry vyuzivaji hostitelské organely k produkci tisice kopii virového genomu a
bilkovin v jedné buiice. Tyto struktury jsou v rdmci buiiky sestaveny dohromady a vzniké
virion (Obr. 4, cast 5). Nové vytvofeny virion se uvoliiuje pucenim, exocytdozou nebo

bunécnou lyzi z hostitelské bunky (Obr. 4, ¢ast 6) [14].

U obalenych virth dochazi k uvolnovani novych virionii pucenim nebo exocytozou,
protoze potiebuji ziskat lipidovou membranu. Nové vytvorfena nukleokapsida se ptesouva
do oblasti bunééné membrany, kde jsou vlozeny glykosylované proteiny budouciho virového
obalu. Kapsida je obalena membranou a pucenim se oddéli od buiky (Obr. 7, A). Timto
zpusobem se uvoliuji viriony jednotlivé [15, 16]. Uvolnéni exocytozou (Obr. 7 B) je postup
podobny puceni. OdliSuje se pouze vytvorenim nitrobunétné vezikuly, ktera na svych
okrajich obsahuje proteiny pro vytvoreni lipidového obalu a uvnitf nese vzniklé viriony. Cely

vacek se presouva Kk buné¢nému povrchu, kde jsou viriony poté uvolnény.
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Neobalené viry opousti buiiku jeji lyzi. Napadend buiikka ma diky virové replikaci
narusené své normalni metabolické procesy, coz vede k jeji lyzi. Nékteré viry dokonce
produkuji proteiny, které stimuluji bunécnou apoptoézu k urychleni virového replikacniho

cyklu [16].
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Obr. 7 Schéma uvolnéni virionu z buiky pucenim (A) nebo endocytézou (B). Prevzato a upraveno z [15].
Nucleus = jdadro, mature virion = novy virion, plasma membrane = plazmaticka membrdana, cytoplasm = cytoplazma,
capsid assembly in cytoplasm = sestaveni kapsidu v cytoplazmeé, transport vehicle = transportni vak.
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2 lzolace a detekce nukleovych kyselin

Pti izolaci NK musi dojit nejprve k lyzi ¢astic, ze kterych se poté extrahuje NK. Lyze
Castic a extrakce je obsahlej$im tématem, proto je rozdélena a vice popsana v kapitole 2.1.1 a
2.1.2. Detekce NK muze byt provedena mnoha metodami. Ty nejzakladnéjsi techniky jsou

popsany v kapitole 2.2.

2.1 lzolace nukleovych kyselin

Mezi izola¢ni metody NK se fadi extrakéni metody, kterymi se prace zabyva. Extrakce
NK je klicovy krok v molekularni biologii, ktera se vyuziva v riznych oblastech, jako
naptiklad v Iékaiskych a biologickych védach [17]. Na jeji provedeni jsou kladeny zakladni
pozadavky jako:

e Jednoduchost, rychlost a vysoka specifita.

e neni potieba specializované vybaveni, specialni znalosti a dovednosti.

e Vysledna NK by méla byt Cista a jednoduse pouzitelna pro rtizné zvyrazinovaci
techniky.

e Cinidla by méla byt neskodna a piiprava by méla odolat kontaminaci dal§imi vzorky.

e Detekc¢ni limity jsou maximalizovany v ptipad¢ malého objemu eluatu.

e V piipadé klinickych vzorkl eliminace potencionalnich inhibitort DNA polymerazy.

e Konecnym cilem je ¢istda NK bez kontaminanti amplifikace [18, 19].

Piiprava vzorku na extrakci NK zahrnuje dva kroky, lyze buiky a extrakce molekuly,
vnasem piipadé NK [20]. Kbunétné lyzi dochazi naruSenim bunécné membrany a

odstranénim membranovych proteint a lipida [17, 21].

2.1.1 Lyze virovych ¢astic

Metody pro lyzi virionl jsou podobné jako metody pro lyzi bun¢k obecné. Bunécénou
lyzi muzeme provést chemickou, biologickou, mechanickou nebo fyzikalni cestou (Obr. 8).
Existuje nékolik variant téchto metod a kazdd mé svou vyhodu i nevyhodu. Naptiklad
chemické a biologické metody jsou jednoduché a nenaro¢né na vybaveni laboratote, ale jejich
reagencie mohou ovlivnit nasledujici detekci. Naopak pro mechanické a fyzikalni metody je

potieba specifické ptistroje [17, 20].
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Metody bunécné lyze

Mechanické Ne-mechanické
e _ [ |
. Vysokotlakovy
homogenizator Fyzikalni Chemické [Biologické
- Sklenéné kulicky

- Teplem - Pufry
- OSméza - Detergenty - Enzymy
- Kavitace

Obr. 8 Schéma metod bunécné lyze. Prevzato a upraveno z [22].

Chemickou lyzi miZeme zpusobit pomoci pufri a detergenta [22]
pt. sodna sul dodecylsulfatu (SDS) [23] nebo oktylfenol ethoxylat (Triton-X 100) [24].
Detergenty jsou latky schopné rozrusit lipidové interakce v buné¢né membrané. Membrana
bunék se sklada z lipidové dvojvrstvy hydrofilnich a hydrofobnich molekul. Jednu lipidovou
vrstvu tvofi hydrofobni ¢ast, na kterou jsou pfimo napojeny hydrofilni molekuly. Bunécna
membrana je tvofena ze dvou téchto lipidovych vrstev. Hydrofilni molekuly smétuji dovnitt
nebo mimo buiiku a hydrofobni ¢ast je uzaviena uvniti membrany. Pravé pufry se vyuzivaji
v tzv. alkalické lyzi, ktera vyuziva OH™ ionti ke zméné pH a nésledné lyzi bunécné

membrany. Buiika se rozpada a dochazi k lyzi.
Biologickd metoda vyuZziva enzymy, napi. lysozym, zymolaza nebo proteaza.

Vyhodou enzymatické lyze je specificnost enzymi, které mizeme vyuzit na konkrétni

rozklad.

Mechanickou cestou lyze dochazi k rozpadu pomoci smykové sily. Mezi tyto metody
patfi vysokotlakovy homogenizator a metoda sklenénych kulicek. Princip lyze pomoci

homogenizatoru spociva v protlaceni buiiky otvorem za pouziti vysokého tlaku. Metoda
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sklenénych kuli¢ek zahrnuje jejich miseni s bunécnou suspenzi za vysokych rychlosti.

Stietavani bun¢k s koralky zpuisobuje lyzi bunék a uvolnéni jejich slozek.

Fyzikalni metody vyuzivaji vn&jsi sily k poruSeni bunééné membrany, napt.: teplem,
osmoézou, ultrazvukovymi vilnami. Tepelnd lyze nastiva pii opakovaném zmrazeni a
rozmrazeni, ¢imz vzniké led na membrané bunky a rozklada ji. Nahlou zménou koncentrace
soli v prostiedi kolem bunky dochazi k tzv. osmotickému Soku a bunéénd membrana se stane
propustnou pro vodu. Nizs§i koncentrace soli v okoli buriky vede k nasavani vody do burky,
ktera nasledné praskne. Piistroj na lyzi bunék pomoci ultrazvukovych vin se nazyva
sonikator. Princip sonikatoru spoc¢iva v kavitaci, kdy se vytvaii a nasledn¢ protrhavaji dutiny

vytvorené snizenim lokalniho tlaku pomoci ultrazvukovych vin [22, 25].

2.1.2 Extrakce nukleovych kyselin

Tyto metody se déli na extrakce chemické a extrakce na pevné fazi. Rozd¢leni je
zavislé na vyuzivanych fazich, které se mezi sebou misi. Chemické extrakce vyuzivaji dvé
faze v kapalném stavu, extrakce na pevnou fazi vyuziva jednu kapalnou fazi a druhou pevnou,

na kterou dochazi k vyextrahovani NK.

2.1.2.1 Chemicka extrakce

Chemické extrakce fadime do tzv. extrakci mezi kapalnymi fazemi, protoze jde vzdy
0 dvé nemisitelné kapaliny. Mezi tyto metody patii napt. fenol-chloroformova extrakce nebo
alkalicka extrakce. N¢ktefi autofi do této skupiny zatazuji také izolaci pomoci chloridu

cesnatého s ethidium bromidem, jejichZ princip popisuji dale v praci [17, 20].

Princip velmi vyuZivané fenol-chloroformové extrakce spociva ve smichani vzorku a
roztoku fenol-chloroformu s naslednou centrifugaci. Obecné pii oddélovani NK je tieba
inaktivovat bunécné nukledzy, coz je mozné pravé organickymi rozpoustédly. Fenol je
hoflava, toxick4 organickd latka, kterd zcela neinhibuje aktivitu nukleaz. Tento problém lze
jednoduse vyftesit kombinaci fenolu, chloroformu a alkoholu. Centrifugaci ziskdme rozdéleni
na vodnou (horni) a organickou (dolni) fazi. DNA je obsazena ve vodné fazi a pfidanim
ethanolu a isopropanolu docilime jejiho vysrazeni ze supernatantu. Promytim 70 % ethanolem
a odstfedénim supernatantu se odstrani zbyvajici ethanol a isopropanol ze srazené DNA.

Finalni DNA se rozpusti v pufru nebo v destilované vodé [19, 26].
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Pro extrakci RNA se fenol-chloroformova metoda vyuziva za pouziti guanidinium
thiokyanatu. Tato jednokrokova metoda byla popsana Chomczynskim a Sacchim [19, 26, 27].
Princip tohoto vylepseni spociva ve vyuziti kyselého roztoku thiokyanatu, fenolu a
chloroformu, diky kterému je mozné RNA odd¢lit od DNA. Proteiny a DNA zistavaji
v organické fazi a RNA se oddéli do vodni faze. K ziskani celkové RNA dosdhneme

vysrazenim pomoci isopropanolu [19, 26].

Alkalicka extrakce se vyuziva K izolaci plazmidové DNA. Princip extrakce spociva
V denaturaci vysokomolekularni chromozomalni DNA alkalickym roztokem (NaOH + SDS),
zatimco kruhova plazmidova DNA zlstava nedotCena. Neutralizaci se z chromozomalni DNA
vytvofi nerozpustnd srazenina a po kratké centrifugaci plazmidovou DNA nachazime

v supernatantu. Takto pfipravena ¢ista DNA je vhodna pro méné citlivé detekce [17, 26].

Metoda za pouziti chloridu cesného (CsCl) a ethidium borimidu (EtBr) se pouziva jiz
od roku 1950 pro izolaci NK [19]. Princip metody spociva Vv rozdilu specifické hustoty latek.
EtBr je interkala¢ni latka, kterd zvyrazinuje a oddéluje DNA molekuly dle svinuti. NK jsou
koncentrovany centrifugaci v gradientu EtBr-CsCl po precipitaci a resuspendaci v alkoholu.
V niz§i hustoté gradientu CsCl se hromadi kruhové molekuly s kovalentnimi vazbami, protoze
oproti linearnim molekulam v pfepoétu na par bazi zahrnuji méné EtBR [26]. Metoda je velmi
citlivd a vysledkem je Cistda DNA. Naopak mezi nevyhody metody patii casova naro¢nost,

pracnost, finan¢ni nakladnost a pfitomnost EtBr jenzZ mize ovlivnit nasledné detekce [17, 19].

2.1.2.2 Extrakce na pevné fazi

Extrakce na pevné fazi patii mezi nejucinngjsi techniky extrakce NK. Princip metody
spo¢iva v kombinaci mobilni a stacionarni (pevné) faze, ktera oddéluje specificky analyt
z roztoku [17, 28]. Jako stacionarni faze se pouziva pf. celulézovy, sklenény nebo magneticky
nosi¢, kiemelina nebo silika gel [17], a mobilni fazi je obvykle kapalina [26]. Hlavnim
ukolem této metody je zakoncentrovani, vy¢isténi vzorku, a jeho pfenos z matrice do jiného
rozpoustédla nebo do plynu. Tento postup byl vyvinut jako nahrada nebo doplnék pro extrakci
kapalina-kapalina [29].

Jiz vroce 1979 bylo zjisténo, ze kifemiCitany maji vysokou afinitu kK DNA a
tento princip je vyuzivan ve vSech nosi¢ich obsahujicich oxid kifemiéity a chaotropni soli.

Mezi tyto nosice patii Silikagel, kifemelina a sklenény nosi¢, tvofeny kiemicitymi,
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pazourkovitymi a borosilikatovymi skelnymi vlakny uspofdadanymi jako filtr  [26].
Mechanismus této techniky zavisi na vysoké afinité¢ zdporn¢ nabitych ¢astic DNA ke kladné
nabitému oxidu kiemicitému. Molekuly DNA se v poslednim kroku eluuji v hypoosmotickém

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

Provedeni extrakce na pevné fazi je metoda tzv. spin-kolonky nebo technika
magnetického nosi¢e. Extrak¢ni metoda pomoci spin-kolonky vyuziva principu vazby na oxid
kiemicity v koloné. Z lyzovaného vzorku se NK navazou ve spin-kolonce na pevnou fazi,
kterou tvofi oxid kiemicity a kolona se poté centrifuguje. K promyti se pifida pufr a opét
kolonu vlozime do centrifugy. Poslednim krokem se NK eluuji. Metodu spin-kolonky

vyuzivaji komercni kyty.

Technika magnetického nosi¢e umoziiuje extrakci jak genomové, plazmidové a
mitochondrialni DNA, tak i RNA ze slozitych smési pomoci hybridizace. K extrakci NK se
vyuzivaji magnetické nosi¢e vytvofené z biopolymeru, ktery mé afinitu k cilové NK.
Napftiklad oxid Zelezity na povrchu modifikovany dvojmocnym kovem (M= Cd, Co, Cu) a
hydroxidem sodnym [26, 32]. Spojeni magnetickych ¢astic s vhodnym pufrovacim systémem

dokazalo zrychleni a zlepSeni G¢innosti extrakce [17].

Na Obr. 9mizeme vidét schematicky ptiklad extrakce pomoci magnetickych Castic.
Do nadoby se pipetuje vzorek s pfimichanymi magnetickymi casticemi, které zachycuji
cilovou NK (a). Magnet se ptiklada na sténu nadoby a piitahuje veskery magneticky material,
¢imz umoziuje o€isténi NK promyvacimi kroky (b). Zahiatim dochazi k uvolnéni NK
Z magnetickych castic (c) a pomoci magnetu jsou z eluatu odstranény magnetické nosice (d).
Timto zptisobem je DNA ocisténa od bunééného odpadu. Metoda magnetickych nosica je
velmi jednoducha a efektivni. Jedna z vyhod je vyhnuti se centrifuga¢nim krokim, které jsou

potiebné u spin-kolonek. [19, 32].
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Obr. 9 Schématické zobrazeni extrakce na magnetickou pevnou fazi. Prevzato a upraveno z [19]. Incubarion (NA capture by
silica) = Inkubace (NK zachyceny na magnet), Washing = promyti, Elution = eluce, Final purification = finalni purifikace.

2.1.2.3 Automatizace extrakce nukleovych kyselin

Automatizaci extrakce NK muzeme rozdélit do dvou druht: poloautomatizované a
automatizované metody. U poloautomatizovanych metod dochazi ke zjednoduSeni diky
moznosti extrakce vice vzorkidl najednou. Automatizované extrakce jsou plné provadény
ptistroji. Laborant pouze nacte vzorky a spusti pfistroj, ktery sam vzorky zpracuje. Pracovnik

v mezidobé muize svij ¢as vénovat dalsimu ukolu.

Vyhodou automatizovanych metod je vétsi reprodukovatelnost diky pfesné robotice
oproti ru¢nimu pipetovani, niz§i pravdépodobnost zdmény nebo kontaminace vzorkd.

Nevyhodou je drazsi pofizovaci cena nez manualni metoda, nakladnéjsi udrzba a provoz [33].

2.2 Detekce nukleovych kyselin
Nasledujicim postupem po vyextrahovani nukleovych kyselin je jejich detekce.
V této kapitole jsou vysvétleny metody jako polymerazova fetézova reakce (PCR),

elektroforéza, metoda sekvenovani nové generace (NGS) a metoda microarray.

26



221 PCR

Technika PCR patii do kategorie termocyklickych metod, tzn. zZe vyzaduji tepleny
cyklus [35]. Je to nejvice vyuzivana metoda detekce specifickych sekvenci NK, a proto je
povazovana za tzv. zlaty standard. Proces PCR metody spociva v replikaci DNA. Timto
zpusobem je DNA namnoZena a diky tomu detekovatelnd pomoci geli nebo technik
zalozenych na fluorescenci. Postupné byly vyvinuty modifikované testy PCR, naptiklad

tzv. reverzni transkripce s naslednou PCR v realném case [35, 36].

Postup PCR metody zahrnuje 3 kroky, taveni DNA, cykleni a polymerace DNA.
Tento postup je opakovan 30—40krat, aby doslo k milionovému namnozeni DNA. Prvnim
krokem jsou vlakna DNA rozd¢€lena do jednovldknovych molekul procesem piidani energie,
kterd rozbiji vodikové vazby mezi nukleotidy protilehlych vlaken. Tento postup probiha pfi

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

V druhém kroku PCR metody nastavaji 3 faze — denaturace, nasednuti primert a
prodlouzeni. Postup denaturace je podobny kroku taveni DNA. Rozdil je vtom, Ze
denaturac¢ni faze trva pouze 15 - 30 sekund pfi teploté¢ 95 °C. Nasleduje faze nasednuti, pii
které se vazou malé molekuly DNA tzv. primery na oddélena vldkna DNA. Teplota Zihani
byva vrozmezi 45 — 65 °C. Posledni faze prodlouzeni spociva v syntéze, nového fetézce
DNA zadinajiciho od 3" konce pomoci DNA polymerazy. Tento postup probihd pii teploté
72 °C po dobu 60 s (Obr. 10, krok 2).

Polymerace je tieti a posledni krok PCR metody. Dochézi ke konecnému prodlouzeni

DNA pti teploté 4 °C (Obr. 10, krok 3). A cely proces se opét opakuje.
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Obr. 10 Schéma detekce NK metodou PCR. Prevzato a upraveno z [36].

2.2.2 Microarray

Technika, jenz oznaujeme microarray piedstavuje analyzu genové exprese. Princip
metody microarray je zaloZen na hybdridizaci mezi dvéma vlakny DNA. Veskera mRNA, je
zkopirovana do cDNA pomoci reverzni transkriptazy a poté pouzita k hybridizaci na znamé
sekvence DNA oligonukleotidi. Dochazi ke specifickému péarovani komplementarnich
sekvenci NK vytvofenim vodikovych vazeb mezi bazemi nukleotidi. Spojenim ¢im vétsiho
poctu sparovanych bazi v sekvenci, tim se vytvoii pevnéj§i vazba mezi obéma vlakny.
Promytim se odstrani nespojené sekvence a zustavaji pevné sparované sekvence, které jsou
hybridizovany. Fluorescenéné oznacené cilové sekvence generuji signal, ktery zavisi na sile

hybridizace. Ta je uréena napf. poétem parovych bazi [37-39].
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2.2.3 Sekvenovani nové generace
Revolu¢ni metoda sekvenovani nové generace (NGS) umoznuje analyzu smési NK,
které obsahuji tisice sekvenci a dochdzi k masivnimu paralelnimu sekvenovani. Tato

technologie se vyuziva k ur¢eni potadi nukleotidi v NK [34, 40].

Princip NGS je obdobny metodé¢ dle Sangera a pojmenovani tzv. nové generace
napovida o vylepSeni Sangerovy metody, napif. v automatizaci, v druhé, tieti, ¢tvrté atd.

generaci.

Sangerova metoda vyuziva modifikovanou PCR metodu k syntéze kopii NK, do nichz
jsou zaclenény kromé& deoxyribonukleosidtrifosfati i dideoxyribonukleosidtrifosfaty, které
nemaji — OH skupinu v poloze 3, kam by se mohl véazat dalsi nukleotid v nové vznikajicim
fetézci. Syntéza probihd oddélen¢ ve 4 zkumavkéch, kdy kazda obsahuje jiny
dideoxyribonukleosidtrifosfat (A, T, G, C). Amplifikace produktu probihd pomoci
asymetrické PCR, kterd vyuziva pouze jeden primer, tim padem probihd jen na jednom fetézci
NK, kam se tento primer specificky vaze a kopie molekul NK nepfibyvaji exponencialni
fadou. Ke stanoveni sekvence NK slouzi sekvenator a detekce probihd béhem kapilarni

elektroforézy a pomoci laserového detektoru [41].

NGS lze rozdélit do dvou podkategorii, sekvenovani dle hybdridizace a sekvenovani
dle syntézy. Princip sekvenovani dle hybridizace se zaklada na vyuziti znamych sekvenci
DNA, které byly hybridizovany s ozna¢enymi markery. Opakovanou hybridizaci a smyvanim
nehybridizované DNA je mozné zjistit, zda fragmenty s oznacenym markerem odpovidaji
sekvenci DNA na filtru. Sekvenovani dle syntézy probiha opakovanymi cykly syntézy

nukleotidl a jejich za€lenovani do rostouciho fetézce.

Nové vyvoje konkrétn€ druhé generace ptichazi v podobné kratSiho c¢teni bazi a
masivniho sekvenovani DNA, kterym se pokryva pfipadna chybovost v kratkém cteni. Tteti a
ctvrta generace sekvenovani piichazi se zpatecnickym delSim ¢tenim bazi, ale zachovavaji
masivni sekvenovani. Timto se ziskd velké mnoZstvi informaci o primarni sekvenci a
nedochdzi k chybovému opakovani prvkii DNA. Tieti generace se také snazi o zavedeni

sekvenovani dlouhych molekul DNA i RNA

Vylepsovanim a zjednodusovanim Sangerovy metody dochazi k urychleni postupu

a vyvinuti cenové vyhodnéjsich technik [42, 43].
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2.2.4 Gelova elektroforéza
Elektroforéza je metoda, ktera se vyuziva k separaci elektricky nabitych molekul
Vv elektrickém poli. Nukleové kyseliny jsou ptirozené zaporné nabité molekuly, lze je tedy

timto zptisobem rozd¢lit.

Elektroforetické déleni probiha na nosici, v gelu (Obr. 11), kterym muze byt agar6za
nebo polyakrylamid. Agaroza je vhodné medium pro déleni vétSich fragmenti DNA, a
naopak polyakrylamid mensich molekul proteini a DNA. Gel je ponofen do pufru, napf.
nejvice pouzivany TAE pufr (Tris/Borate/EDTA, roztok slozeny
z tris(hydroxymethyl)aminometanu, kyseliny borit¢ a EDTA), ktery poskytuje idealni pH a

ionty podporujici vodivost roztoku.

Elektricky zdroj
Katoda

Elektroforeticky pufr :/ CEXE \‘\
: Anoda

Agardzovy gel
$
Elektricky zdroj
Katoda
v l. ) . \.
Vysokomolkularni * .
analyt Anoda

o s s s v_/

Nizkomolekularni
analyt

Obr. 11 Schématické provedeni gelové elektroforézy. Prevzato a upraveno z [44].

Celou soustavou protéka elektricky proud mezi anodou a katodou. Jak jiz bylo feceno,
NK jsou zaporné nabité molekuly a jejich pohyb smétuje od zaporné katody ke kladné anodg.

Separace NK gelovou elektroforézou probihd na zakladé jejich velikosti. Hmotnostné vétsi
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molekuly migruji pomaleji, néz ty mensi. Timto zplsobem se vytvofi separacni sloupec
(Obr. 12).

Po uspé$ném rozdéleni vizualizujeme separované NK pomoci ¢inidel. Nejcastéjsi
pouzivané ¢inidlo pii vizualizaci NK je EtBr. Gel je nasledné osvétlovan UV lampou a ziska

se fluorescencni obraz, ktery je po vyfotografovani ¢ernobily (Obr. 12 [44-47].

Obr. 12 Zobrazeni separované NK gelovou elektroforézou. Vizualizace cinidlem EtBr (A). Po osvétleni UV lampou a
vyfotografovani (B). Prevzato a upraveno z [45].
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3 Nové trendy

V této kapitole je uvedeno nékolik ovétenych novych zplsobl izolace a detekce NK,
kterymi jsou CRISPR, RADICA, biosensory, MagaZorb, purifikace celul6zovym prouzkem a

mikrofluidni zafizeni.

3.1 Nové trendy detekce NK

Mezi nové trendy detekce jsou zafazeny metoda clustery pravidelné rozmisténych
kratkych palindromickych repetic — CRISPR, rapid digital crispr approach — RADICA, a
biosensory.

3.1.1 Clustery pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic — CRISPR

Nékteré bunky maji specificky systém na ochranu pfed patogeny, ktery degraduje cizi
NK, zaznamenava invazi (forma imunitni paméti) a detekuje stejné vetielce pii opakované
infekci. Detekéni metoda CRISPR vyuziva tento bunéfny systém, ktery se sklada
z opakujicich se palindromickych pfimych sekvenci (CRISPR pole) a proteinii spojenych
s CRISPR (Cas). CRISPR pole je rozdéleno specifickymi sekvencemi zvanymi spacery.
Proteiny Cas zajist'uji enzymatické Stépeni cizorodych NK. Cas proteiny jsou déleny do tfid,

typil a podtypil.

Technologie CRISPR a rozmanitost enzymu Cas spojenych s CRISPR zajist'uji editaci
genomu a detekci nukleovych kyselin [48, 49]. Ve spojitosti s pandemii COVID-19 byly
vyvinuty techniky zalozené na CRISPR jako napi. chemicka analyza SHERLOCK-Covid
[50], analyza STOP-Covid [51], AIOD-CRISPR analyza [52] nebo DETECTR pfti¢ného toku
[53].

Metoda SHERLOCK vyuziva rekombinazové polymerazové amplifikace (RPA) a
CRISPR-Cas13 fluorescenéniho komplexu pro detekci NK. Krok SHERLOCK pftedstavuje
T7 RNA polymerazu, ktera vytvaii NK pro Casl3. Protein indukuje Stépeni jednovlaknové
NK, nasledné je fluorescencni signal uvolnén a detekovan. Metoda SHERLOCK poskytuje
vysledek pritomnosti NK SARS-CoV-2 do 1 hodiny (Obr. 13) [50].

Metoda STOP-Covid vyuziva k detekci SARS-CoV-2 komplex AapCasl2b-crRNA
pro navazani souvisejicich mist, které jsou na rozpoznavacich mistech amplifika¢nich primert
v cilové sekvenci. Tento komplex je zaveden do roztoku, ktery obsahuje primery, izotermicky

amplifika¢ni pufr, cilovou sekvenci a taurin. Aktivace komplexu AapCasl2b v ptitomnosti
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viru potvrzuje aktivitu do dvou minut. Touto metodou je ziskan vysledek do 40 minut pii

pouziti fluorescencni indikace [51].

Analyza AIOD-CRISPR predstavuje zavedeni dvojice crRNA, kterd umoziuje vznik
Casl2a-crRNAkomplexu. Komplex déale reaguje s komponenty jako napi. vazebny protein,
primery, polymerazy a cilové sekvence. Po navazani komplexi Casl2a-cr-RNA na cilova

mista, je aktivovana endonukleaza Casl2a a nasledn¢ $tépi prilehlé vazby [52].

CRISPR-Cas12a metoda nazvana DETECTR vyuziva reverzni trankripci a izotermalni
amplifikaci (LAMP) pro extrahovany vzorek. Casl2a spousti trans-§tépeni NK. Ptitomnost
viru je potvrzena vedlejsi aktivitou Casl2a, ktera $té€pi reportérské molekuly. Signal se

vizualizuje fluorescenénim zaiizenim (Obr. 13) [53].
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Obr. 13 Schématické porovnani CRISPR metod. Horni schéma zobrazuje metodu SHERLOCK (a) spodni schéma zobrazuje
metodu DETECTR (b). Prevzato a upraveno z [54] Patient sample = vzorek od pacienta; extracted RNA = extrahovanad
RNA; recombinase polymerase amplification (RPA) = rekombindzova polymerova amplifikace; CRISPR/Cas13 mediated
targer RNA recognition = CRISPR/Casli3 zprostiedkovany terc pro RNA rozpozndn, RNA probe = RNA sonda; Cas-13
mediated probe cleavage = Cas-13 stépeni zprostredkované sondy; RT-LAMP amplification = reverzni transkripce a
izotermalni amplifikace; lateral flow visual readout = vizualni indikace bocniho toku.
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3.1.2 Rychly digitalni pristup CRISPR — RADICA

Techniky molekularni diagnostiky pro SARS-CoV-2, které zahrnuji systém
CRISPR-Cas jsou citlivé metody pro detekci viru. Diagnostika na tomto podkladé vSak
postrada kvantifikaéni schopnost detekce. Vyvinuta technika RADICA pro detekci
SARS-CoV-2 umoznuje kvalitativni 1 kvantitativni detekci. Metoda byla testovana i na viru

Epstein-Barrové a miize byt ptizplisobena na detekci jinych druhti virt.

Tato technika kombinuje pfesnost PCR metody, rychlost amplifika¢nich technik jako
napt. LAMP metoda a nastroj na tpravu gentit CRISPR. Detekce probiha na Cipu a reakce je
rozdélena do 10 000 sekci. Protein Casl2a se vyuziva k identifikaci a vazb¢ na cilovou NK.
Detekce probihd fluorescencni metodou. Pocet fluorescencnich oddilt odpovidda mnozstvi NK

ve vzorku [55, 56].

3.2 Biosensory

Analogy DNA jsou nastroje vyuzivany K vyvoji riznych typu biosensort. Mezi
nejznaméjsi analogy patii LNA (uzamcena NK — analog RNA), PNA (peptidova NK) a PTO
(fosforothiolat oligonukleotid). PNA je uméle syntetizovany polymer. Baze nukleotidu jsou
vazany na patef karbonylovymi vazbami. ProtoZze PNA neobsahuje fosfatové skupiny je vazba

mezi PNA a DNA silnéjsi nez DNA-DNA kvuli absenci elektrostatického odporu.

Biosensory jsou citlivé analytické zatizeni prevadéjici fyzikalni nebo chemicky signal
na jiny, lépe méfitelny. Rozpoznavaci ¢ast tvoii prvek biologického pivodu, ktery pfimo nebo
nepiimo reaguje s cilovym analytem. Dojde k pfeméné biologické reakce na meéfitelny
elektricky signal a zesilovac signal zesili k mozné detekci. Vyuziti biosensort se ve virologii

pouziva k identifikaci NK [57, 58] .

Napiiklad k detekci microRNA (miR) je vyuzivana platforma zaloZena na stéibrnych
nanotrakturach a systému pyrrolidinyl PNA, ktery je tvoren
D-prolyl-2-aminocyklopentanecarboxylové patete (acpcPNA) (Obr. 14). Tento senzor se
sklada z porézni stfibrné nanopény (AgNF) potazené tenkou vrstvou polypyrrolu (PPY).
Povlak je vodivy a obsahuje aminové skupiny K ukotveni PNA. Vysoka hustota aminovych
funkci v pénové struktufe umoznuje zachyceni miR, ¢imz se zvysi citlivost. Oxidacni proud

AgNF ve fosfatovém pufru udava meétitelny signal, ktery je detekovatelny voltametrii.
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Obr. 14 Schématické zobrazeni piikladu biosensoru. Prevzato 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

celul6zovym prouzkem.
3.3.1 MagaZorb
MagaZorb je technika vyvinuta k uc¢inné izolaci virovych NK, ktera je dulezitym

krokem v diagnostice viru. Jednoduchost, rychlost, absence naro¢nych zafizeni nebo
organickych ¢inidel patfi mezi vyhody této metody. K provedeni metody je tfeba mit
k dispozici magnet. Z téchto divodi metodu lze pouzit i v chudSich zemich. Metodu lze

pouzit v manudlni, poloautomatizované nebo pln¢ automatizované platformeé.

Princip techniky je zalozen na specifické reakci mezi NK a proprietarnimi
magnetizovatelnymi Casticemi v pfitomnosti specialné¢ upravenych pufrd. Metoda byla
vymyslena tak, aby reakce nebyla zavisla na chotropnich ¢inidlech.

Nasledujici postup popisuje Obr. 15. V prvnim kroku se smicha vzorek s pufrem
uréenym k lyzi bunék. Po lyzi bunék dochazi k uvolnéni NK, které se poté vazou
na MagaZorb magnetizovatelné ¢astice piidavané v druhém kroku. V tfetim kroku se systém
promyva pufrem na vodni bazi. Aplikaci magnetu dochazi k zadrZzeni navazanych NK a

odstranéni pouze nezadoucich castic. Izolované NK se eluuji elu¢nim pufrem a jsou

ptipravené na dalsi analyzu [60].
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Obr. 15 Postup metody MagaZorb. Prevzato a upraveno z [59]. 1. Lyse Sample = lyze vrozku, sample = vzorek, lysis buffer
= puffr k lyzi; 2. Add binding buffer nd MagaZorb reagent = pridani pufru k vazani a MagaZorb reagencie, Bingin buffer =
pufr k vazani MagaZorb reagent = MagaZorb reagencie; 3. Add eash buffer, apply magnet ans aspirate, repeat once =
pridant promyvaciho pufru, aplikace magnetu a spiratu, opakovat jednou, Wash buffer = promyvaci pufr, aspirate = aspirat.
4. Remove magnet, add elution buffer, apply magnet and collect purified nucleic acid. Oddélat magnet, pridani elucniho
pufru, aplikace magnetu a sesbirdani pufirikovanych NK, Elution buffer = elucni pufr, collect = sesbirani.
3.3.2 Purifikace celulézovym prouzkem

Tato metoda je jednoduchd, rychla a neni potieba specidlnich pufrii nebo pfistroji na
provedeni purifikace. V zavislosti na pandemii COVID-19 metodu lze provést
V nelaboratornich podminkach, napt. na letisti.  Princip purifikace NK je zalozen
na vlastnostech celulozy. Celul6za ma schopnost vazat NK z komplexniho vzorku a nasledné

po promyti je opét uvolnit. Proces purifikace je hotovy do 30 sekund.

Vyuziva se celuldozovy prouzek, ktery je rozdélen do dvou ¢asti. Delsi asi 50 mm
dlouhé c¢ast je naimpregnovana voskem, protoze je urcena pro drzeni prouzku. Krat$i ¢ast

slouZi k reakcim s NK. Obr. 16

A
Y
A
Y

Obr. 16 Celulozovy prouzek na purifikaci NK. Inpregnovand cdast (1), ¢ast na vazani NK (2). Prevzato a upraveno z [60].
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Postup prace je ve 3 krocich: namoceni, promyti a amplifikace. Namocenim prouzku
do lyzatu dochazi k navazani NK na celul6zovy povrch. Prouzek dokaze nasat az 4 ul vzorku.
Poté je prouzek ponofen do promyvaciho pufru, aby doslo k odstranéni kontaminantti, které
mohou ovlivnit amplifikacni proces. V poslednim kroku je prouzek opé€t ponoten, tentokrat do
amplifika¢ni reakce, ¢imze dojde k eluci NK. Eluat je pfenesen ptimo k PCR reagentim

S primery a muze byt nasledné detekovan.

Vyzkumna skupina zjistila, ze k nejlepSimu promyti stac¢i prouzek ponofit pétkrat
do 10 mM TAE pufru. Cim vétsi kontaminace vzorku, tim je doporu¢eno vicekrat ponofit
prouzek do pufru. K nejlepSim vysledkim amplifikace vyzkum pfiSel ponofenim prouzku

patnackrat [61].

3.4 Mikrofluidni zaFizeni

Tento trend zahrnuje cely postup identifikace NK, od extrakce po detekei.
Miniaturizace je kliCovy trend v modernich metodach. Miniaturizaci systému dochazi
K urychleni metody a zjednoduseni prace. Technologie mikrofluidiky umoziiuje vyhodné
zpracovani vzorkll nebo cinidla malého objemu. Obecné mikrofluidni zafizeni muzeme
rozdélit dle principu: na zaklad¢ kanalkii nebo na zékladé papiru. Papirovd mikrofluidika je
vyrobena z celul6zovych nebo nitrocelulozovych vlaken, které vedou kapalinu absorpci.

Kanalkovy systém muze byt vytvotren napiiklad 3D tiskarnou [62, 63].

Velka revoluce piichazi s tzv. laboratofi na ¢ipu (lab-on-chip = LOC) (Obr. 17), ktera
pfedstavuje mikrosystém schopny pojmout cely proces v laboratofi do jednoho ¢ipu. Toto je
umoznéno diky mikrofluidnim kandlkim a aktivnim a pasivnim slozkdm jako napft. filtry

nebo smeésovace.

LOC je multifunkéni technologie zahrnujici ptipravu vzorku, vlastni reakci a detekei.
Sekce pripravy vzorku (Obr. 17 krok 1) zahrnuje postup od lyze vzorku, jeho extrakci a

o¢isténi. Principy lyze a extrakce jsem zminovala v piedeslé kapitole.

Amplifikace cilové sekvence (Obr. 17 krok 2)_je dulezita pti detekci stopovych
mnozstvi NK, ¢imZ dojde ke zlepSeni citlivosti a selektivity molekularni detekce. V tomto

procesu se vyuziva metoda PCR, hybridizace a dalsi, napt. izotermalni amplifikace.
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Vysledna detekce signalu (Obr. 17, krok 3) probiha fluorescenéni, elektrochemickou
nebo kolorimetrickou cestou. Nejvice vyuzivana metoda k detekci signdlu je fluorescencni
technika. Jeji princip spociva ve vyuziti fluorescencnich barviv, u kterych po ozareni diodou
vyzatujici svétlo s vinovou délkou mensi nez 490 nm, dochazi k emisi fluorescen¢niho zateni.
Elektrochemicka detekce je zalozena na bazi elektrod. Iontové-membranovy senzor udava
posun kiivky napéti, ¢imz ziskdvame vyslednd data. Kolorimetrickd detekéni technika
detekuje reakci kovovych indikatort, barviv nebo zlatych nanocastic s NK. Barevna zména je

viditelna pouhym okem [62—66].

Bio-Sample
(e.g. Blood)

Lysns buffer

®

reagent

Probe

Obr. 17 Schématické zobrazeni LOC. Prevzato a upraveno z [63].Extraction = extrakce; Amplification = amplifikace;
Detection = detekce; bio-sample, e.g blood = biologicky vzorek pr, krev; lysis buffer = lyzujici pufi; PCR reagent = PCR
reagent; PCR are = PCR prostor; probe, dyes = sonda, barviva, mixing = michani; output = vysledek.

Pro predstavu, jakou velikost ma LOC a k jak zdsadni miniaturizaci touto technologii
dochazi, je prilozen Obr. 18, kde je viditelné porovnani s minci. Je jasné, ze objemy

pouzitych vzorki a ¢inidel jsou udavany v pl.

Obr. 18 Redlné porovnani LOC s minci. Prevzato a upraveno z [66].

V souvislosti s pandemii COVID-19 se stale vyviji nejlep$i LOC zafizeni pro rychlé a

citlivé stanoveni pfitomnosti SARS-CoV-2.
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Z.avér

Na zacatku prace jsou uvedené klicové informace k pochopeni zakladnich principt
novych metod izolace a detekce virovych NK. Ctenaf potiebuje nejdiive porozumét struktuie
virt a NK. Struktura virti je popsana v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazi., ktera
obsahuje zahrnuje vzhled virionu a vnitini slozeni, coz pifedstavuji NK. Struktura NK je
popsana v nasledujici kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.. Tato kapitola vysvétluje
zakladni typy NK, jejich slozeni a princip vytvareni vldken DNA a RNA. Dadle je dilezité
pochopit replika¢ni cyklus virionu, coz je popsano v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj
odkazi., kde jsou vysvétleny jednotlivé replika¢ni kroky a rozdily v replikaci DNA a RNA
vird.

Pro porovnani jsou Vv praci uvedeny v kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazi.
stavajici metody izolace a detekce NK. V kapitole Chyba! Nenalezen zdroj odkazii. je
vysvétleno jakym zplsobem se z virionu izoluji NK, které se daji nasledné detekovat.
Zakladni metody detekce NK jsou PCR, microarray, sekvenovani nové generace a

elektroforéza. Jejich princip je formulovan v kapitole 2.2.

Na zavér prace jsou uvedeny nové trendy vizolaci a detekci NK. Porovnani
jednotlivych trendl neni moZzné, protoZe kazdy ma své piinosy a jsou zaloZeny na riznych
principech. Miniaturiza¢ni trend ma velkou vyhodu v ptevedeni v§ech laboratornich postupti
od izolace aZ po detekci na maly Cip za pouZiti malych objemi vzorku a €inidel. Detekéni
metoda STOP-Covid patii mezi CRISPR techniky. Byla vyvinuta v disledku pandemie
COVID-19 a umoziuje detekovat pfitomnost SARS-CoV-2 do 40 minut. Jako dal$i metoda
pro detekci SARS-CoV-2 byla vyvinuta technika RADICA, ktera se vyznacuje kvalitativnimi
a kvantitativnimi vysledky. Trend biosensort umoziuje pfevedeni na lépe detekovatelny
signal. Technika MagaZorb vyuzivana kizolaci NK a metoda purifikace pomoci
celul6zového prouzku se vyznacuji v provedeni bez pouziti nakladnych pfistroju a jsou mozné

pro klinické vyuziti v chudSich zemich, popf. v terénu.

39



40



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

SEZNAM LITERATURY

KHARE, Reeti. Guide to clinical and diagnostic virology. Washington, DC: ASM Press,
2019. ISBN 978-1-55581-994-1.

ROSSMANN, M. G. a Venigalla B. RAO, ed. Viral molecular machines. New York:
Springer, 2012. Advances in experimental medicine and biology, 726. ISBN 978-1-
4614-0979-3.

MATEU, Mauricio G. Structure and physics of viruses: an integrated textbook. New
York: Springer, 2013. ISBN 978-94-007-6551-1.

CELER, Vladimir a Vladimir CELER. Obecna virologie. Hradec Kralové: Nucleus HK,
2010. ISBN 978-80-87009-70-3.

GERCZEI FERNANDEZ, Timea a Scott PATTISON. Biochemistry Laboratory Manual
For Undergraduates: an Inquiry-Based Approach. Berlin: De Gruyter Open, 2014.
ISBN 978-3-11-041132-4.

ALEXANDERSEN, Soren, Anthony CHAMINGS a Tarka Raj BHATTA. SARS-CoV-2
genomic and subgenomic RNAs in diagnostic samples are not an indicator of active
replication. Nature Communications [online]. 2020, 11(1), 6059 [vid. 2021-07-22].
ISSN 2041-1723. Dostupné z: doi:10.1038/s41467-020-19883-7

GLICK, Bernard R., T. L. DELOVITCH a Cheryl L. PATTEN. Medical biotechnology.
Washington, DC: ASM Press, 2014. ISBN 978-1-55581-705-3.

JONES, Jennifer E., Valerie LE SAGE a Seema S. LAKDAWALA. Viral and host
heterogeneity and their effects on the viral life cycle. Nature Reviews Microbiology
[online]. 2021, 19(4), 272-282 [vid. 2021-05-19]. ISSN 1740-1526, 1740-1534.
Dostupné z: doi:10.1038/s41579-020-00449-9

SAMII, Tasleem. Influenza A: understanding the viral life cycle. The Yale Journal of
Biology and Medicine. 2009, 82(4), 153-159. ISSN 1551-4056.

HARRISON, Stephen C. Viral membrane fusion. Virology [online]. 2015, 479-480,
498-507 [vid. 2021-05-19]. ISSN 00426822. Dostupné
z: doi:10.1016/j.virol.2015.03.043

VALLBRACHT, Melina, Marija BACKOVIC, Barbara G. KLUPP, Felix A. REY a
Thomas C. METTENLEITER. Common characteristics and unique features: A
comparison of the fusion machinery of the alphaherpesviruses Pseudorabies virus and
Herpes simplex virus. In: Advances in Virus Research [online]. B.m.: Elsevier, 2019
[vid. 2021-06-07], s. 225-281. ISBN 978-0-12-818394-6. Dostupné
Z: d0i:10.1016/bs.aivir.2019.05.007

DECUZZI, P. a M. FERRARI. The Receptor-Mediated Endocytosis of Nonspherical
Particles. Biophysical Journal [online]. 2008, 94(10), 3790-3797 [vid. 2021-05-19].
ISSN 00063495. Dostupné z: doi:10.1529/biophysj.107.120238

41



[13] RAMPERSAD, Sephra a Paula TENNANT. Replication and Expression Strategies of
Viruses. In:Viruses [online]. B.m.: Elsevier, 2018 [vid. 2021-05-21], s.55-82.
ISBN 978-0-12-811257-1. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-811257-1.00003-6

[14] MEHTA, S. C. a Ashutosh KAR. Pharmaceutical pharmacology. Tunbridge Wells,
Kent: New Age Science, 2010. ISBN 978-1-906574-15-4.

[15] PAYNE, Susan. Virus Interactions With the Cell. In: Viruses [online]. B.m.: Elsevier,
2017 [vid. 2021-06-13], s. 23-35. ISBN 978-0-12-803109-4. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-803109-4.00003-9

[16] CANN, A.J. Replication of Viruses. In: Encyclopedia of Virology [online]. B.m.:
Elsevier, 2008 [vid. 2021-06-13], s.406-412. ISBN 978-0-12-374410-4. Dostupné
z: d0i:10.1016/B978-012374410-4.00486-6

[17] ALI, Nasir, Rita de Cassia Pontello RAMPAZZO, Alexandre Dias Tavares COSTA a
Marco Aurelio KRIEGER. Current Nucleic Acid Extraction Methods and Their
Implications to Point-of-Care Diagnostics. BioMed Research International [online].
2017, 2017, 1-13 [vid.2021-05-29]. |ISSN 2314-6133, 2314-6141. Dostupné
z: doi:10.1155/2017/9306564

[18] BOOM, R, C J SOL, M M SALIMANS, C L JANSEN, P M WERTHEIM-VAN
DILLEN a J VAN DER NOORDAA. Rapid and simple method for purification of
nucleic acids. Journal of Clinical Microbiology [online]. 1990, 28(3), 495-503
[vid. 2021-05-31]. ISSN 0095-1137, 1098-660X. Dostupné
z: d0i:10.1128/JCM.28.3.495-503.1990

[19] SHIN, Jeong Hwan. Nucleic Acid Extraction Techniques. In: Yi-Wei TANG a Charles
W. STRATTON, ed. Advanced Techniques in Diagnostic Microbiology [online].
Boston, MA: Springer US, 2013, s.209-225. ISBN 978-1-4614-3970-7. Dostupné
z: doi:10.1007/978-1-4614-3970-7_11

[20] EMAUS, Miranda N., Marcelino VARONA, Derek R. EITZMANN, Shu-An HSIEH,
Victoria R. ZEGER a Jared L. ANDERSON. Nucleic acid extraction: Fundamentals of
sample preparation methodologies, current advancements, and future endeavors. TrAC
Trends in Analytical Chemistry [online]. 2020, 130, 115985 [vid.2021-05-29].
ISSN 01659936. Dostupné z: doi:10.1016/j.trac.2020.115985

[21] EL-ASHRAM, Saeed, lbrahim AL NASR a Xun SUO. Nucleic acid protocols:
Extraction and optimization. Biotechnology Reports [online]. 2016, 12, 33-39
[vid. 2021-05-29]. ISSN 2215017X. Dostupné z: doi:10.1016/j.btre.2016.10.001

[22] SHEHADUL ISLAM, Mohammed, Aditya ARYASOMAYAJULA a Ponnambalam
SELVAGANAPATHY. A Review on Macroscale and Microscale Cell Lysis Methods.
Micromachines [online]. 2017, 8(3), 83 [vid. 2021-06-12]. ISSN 2072-666X. Dostupné
z: doi:10.3390/mi8030083

[23] FLAENDER, Mélanie, Remco DEN DULK, Valentin FLEGEAU, Jérome VENTOSA,
Guillaume DELAPIERRE, Jean BERTHIER a Anne-Gaélle BOURDAT. Grinding Lysis

42



(GL): A microfluidic device for sample enrichment and mechanical lysis in one. Sensors
and Actuators B: Chemical [online]. 2018, 258, 148-155 [vid.2021-05-30].
ISSN 09254005. Dostupné z: doi:10.1016/j.snb.2017.11.082

[24] VIET-PHUONG LE, Anh, Dexing HUANG, Tony BLICK, Erik W. THOMPSON a
Alexander DOBROVIC. An optimised direct lysis method for gene expression studies
on low cell numbers. Scientific Reports [online]. 2015, 5(1), 12859 [vid. 2021-05-30].
ISSN 2045-2322. Dostupné z: d0i:10.1038/srep12859

[25] BROWN, Robert B a Julie AUDET. Current techniques for single-cell lysis. Journal of
The Royal Society Interface [online]. 2008, 5(suppl_2) [vid. 2021-06-12]. ISSN 1742-
5689, 1742-5662. Dostupné z: doi:10.1098/rsif.2008.0009.focus

[26] TAN, Siun Chee a Beow Chin YIAP. DNA, RNA, and Protein Extraction: The Past and
The Present. Journal of Biomedicine and Biotechnology [online]. 2009, 2009, 1-10
[vid. 2021-05-30]. ISSN 1110-7243, 1110-7251. Dostupné z: doi:10.1155/2009/574398

[27] CHOMZYNSKI, P. Single-Step Method of RNA Isolation by Acid Guanidinium
Thiocyanate—Phenol-Chloroform Extraction. Analytical Biochemistry [online]. 1987,
162(1), 156-159 [vid. 2021-06-12]. ISSN 00032697. Dostupné
z: doi:10.1006/abi0.1987.9999

[28] ZWIR-FERENC, Agata a Marek BIZIUK. Solid Phase Extraction Technique--Trends,
Opportunities and Applications. Polish Journal of Environmental Studies. 2006, 15(5).

[29] POOLE, Colin F. New trends in solid-phase extraction. TrAC Trends in Analytical
Chemistry [online]. 2003, 22(6), 362—373 [vid. 2021-05-31]. ISSN 01659936. Dostupné
z: doi:10.1016/S0165-9936(03)00605-8

[30] ESSER, Karl-Heinz, Wolfram H MARX a Thomas LISOWSKY. maxXbond: first
regeneration system for DNA binding silica matrices. Nature Methods [online]. 2006,
3(2), i—ii [vid. 2021-06-01]. ISSN 1548-7091, 1548-7105. Dostupné
z: d0i:10.1038/nmeth845

[31] DEDERICH, D. A. Glass bead purification of plasmid template DNA for high
throughput sequencing of mammalian genomes. Nucleic Acids Research [online]. 2002,
30(7), 32e-332 [vid. 2021-05-31]. ISSN 13624962. Dostupné
z: d0i:10.1093/nar/30.7.e32

[32] RITTICH, Bohuslav a Alena SPANOVA. SPE and purification of DNA using magnetic
particles: Sample Preparation. Journal of Separation Science [online]. 2013, 36(15),
2472-2485 [vid. 2021-06-01]. ISSN 16159306. Dostupné z: doi:10.1002/jssc.201300331

[33] WIDEN, Raymond H. a Suzane SILBERT. Nucleic Acid Extraction in Diagnostic
Virology. In: Michael J. LOEFFELHOLZ, Richard L. HODINKA, Stephen A. YOUNG
a Benjamin A. PINSKY, ed. Clinical Virology Manual [online]. Washington, DC, USA:
ASM Press, 2016 [vid. 2021-05-14], s. 117-128. ISBN 978-1-68367-069-8. Dostupné
z: doi:10.1128/9781555819156.ch10

43



[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

COURTNEY, Samantha J., Zachary R. STROMBERG a Jessica Z. KUBICEK-
SUTHERLAND. Nucleic Acid-Based Sensing Techniques for Diagnostics and
Surveillance of Influenza. Biosensors [online]. 2021, 11(2), 47 [vid. 2021-06-21].
ISSN 2079-6374. Dostupné z: doi:10.3390/bios11020047

ZHAO, Yongxi, Xiaolei ZUO, Qian LI, Feng CHEN, Yan-Ru CHEN, Jingi DENG, Da
HAN, Changlong HAO, Fujian HUANG, Yanyi HUANG, Guoliang KE, Hua KUANG,
Fan LI, Jiang LI, Min LI, Na LI, Zhenyu LIN, Dingbin LIU, Juewen LIU, Libing LIU,
Xiaoguo LIU, Chunhua LU, Fang LUO, Xiuhai MAQO, Jiashu SUN, Bo TANG, Fei
WANG, Jianbin WANG, Lihua WANG, Shu WANG, Lingling WU, Zai-Sheng WU,
Fan XIA, Chuanlai XU, Yang YANG, Bi-Feng YUAN, Quan YUAN, Chao ZHANG,
Zhi ZHU, Chaoyong YANG, Xiao-Bing ZHANG, Huanghao YANG, Weihong TAN a
Chunhai FAN. Nucleic Acids Analysis. Science China Chemistry [online]. 2021, 64(2),
171-203 [vid. 2021-06-21]. ISSN 1674-7291, 1869-1870. Dostupné
z: d0i:10.1007/s11426-020-9864-7

HOLLISTER, Emily B., John P. BROOKS a Terry J. GENTRY. Nucleic Acid-Based
Methods of Analysis. In: Environmental Microbiology [online]. B.m.: Elsevier, 2015
[vid. 2021-06-21], s. 271-305. ISBN 978-0-12-394626-3. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-394626-3.00013-2

GILLESPIE, Simon. Current status of molecular microbiological techniques for the
analysis of drinking water. In: Molecular Microbial Diagnostic Methods [online]. B.m.:
Elsevier, 2016 [vid.2021-06-23], s.39-58. ISBN 978-0-12-416999-9. Dostupné
z: doi:10.1016/B978-0-12-416999-9.00003-4

RASHID, Bushra, Tayyab HUSNAIN a Sheikh RIAZUDDIN. Genomic Approaches
and Abiotic Stress Tolerance in Plants. In: Emerging Technologies and Management of
Crop Stress Tolerance [online]. B.m.: Elsevier, 2014 [vid. 2021-06-23], s. 1-37.
ISBN 978-0-12-800876-8. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-800876-8.00001-1

VAN DER VOSSEN, J., B. KENSER, F. SCHUREN, A. NOCKER a R. MONTUIN. A
comparison of molecular technologies and genomotyping for tracing and strain
characterization of Campylobacter isolates. In: Tracing Pathogens in the Food Chain
[online]. B.m.: Elsevier, 2011 [vid. 2021-06-23], s. 263-274. ISBN 978-1-84569-496-8.
Dostupné z: doi:10.1533/9780857090508.3.263

CORREIA, John J., ed. Microtubules, in vitro. 2. ed. Amsterdam Heidelberg: Elsevier,
AP, 2013. Methods in cell biology, 115. ISBN 978-0-12-407757-7.

KODR, David, Cansu Pinar YENICE, Anna SIMONOVA, Dijana Pavlovi¢ SAFTIC,
Radek POHL, Veronika SYKOROVA, Mayreli ORTIZ, Ludék HAVRAN, Miroslav
FOJTA, Zbigniew J. LESNIKOWSKI, Ciara K. O’SULLIVAN a Michal HOCEK.
Carborane- or Metallacarborane-Linked Nucleotides for Redox Labeling. Orthogonal
Multipotential Coding of all Four DNA Bases for Electrochemical Analysis and
Sequencing. Journal of the American Chemical Society [online]. 2021, 143(18), 7124—
7134 [vid. 2021-07-07]. ISSN 0002-7863, 1520-5126. Dostupné
z: doi:10.1021/jacs.1¢c02222

44



[42] SLATKO, Barton E., Andrew F. GARDNER a Frederick M. AUSUBEL. Overview of
Next-Generation Sequencing Technologies. Current Protocols in Molecular Biology
[online]. 2018, 122(1) [vid.2021-06-25]. ISSN 1934-3639, 1934-3647. Dostupné
z: doi:10.1002/cpmb.59

[43] MACCANNELL, Duncan. Next Generation Sequencing in Clinical and Public Health
Microbiology. Clinical Microbiology Newsletter [online]. 2016, 38(21), 169-176
[vid. 2021-06-25]. ISSN 01964399. Dostupné z: doi:10.1016/j.clinmicnews.2016.10.001

[44] YLMAZ, Muhittin, Cem OZIC a lhami GOK. Principles of Nucleic Acid Separation by
Agarose Gel Electrophoresis. In: Sameh MAGDELDIN, ed. Gel Electrophoresis -
Principles and Basics [online]. B.m.: InTech, 2012 [vid. 2021-06-25]. ISBN 978-953-
51-0458-2. Dostupné z: doi:10.5772/38654

[45] KOPCHICK, John J., Bryan R. CULLEN a Dennis W. STACEY. Rapid analysis of
small nucleic acid samples by gel electrophoresis. Analytical Biochemistry [online].
1981, 115(2),  419-423 [vid. 2021-06-25]. ISSN 00032697.  Dostupné
z: doi:10.1016/0003-2697(81)90027-0

[46] BRADBURNE, C. Electrophoretic approaches to sample collection and preparation for
nucleic acids analysis. In: Biological Identification [online]. B.m.: Elsevier, 2014
[vid. 2021-06-25], s. 355-369. ISBN 978-0-85709-501-5. Dostupné
z: d0i:10.1533/9780857099167.4.355

[47] ISBIR, T., D. KIRAC, B. DEMIRCAN a B. DALAN. Gel Electrophoresis. In: Brenner’s
Encyclopedia of Genetics [online]. B.m.: Elsevier, 2013 [vid. 2021-06-25], s. 165-167.
ISBN 978-0-08-096156-9. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-374984-0.00580-5

[48] FREIJE, Catherine A. a Pardis C. SABETI. Detect and destroy: CRISPR-based
technologies for the response against viruses. Cell Host & Microbe [online]. 2021, 29(5),
689-703 [vid. 2021-07-08]. ISSN 19313128. Dostupné
z: doi:10.1016/j.chom.2021.04.003

[49] RAHMAN, Md. Rashidur, Md. Amjad HOSSAIN, Md. MOZIBULLAH, Fateh Al
MUJIB, Afrina AFROSE, Md. SHAHED-AL-MAHMUD a Md. Aminul Islam APU.
CRISPR is a useful biological tool for detecting nucleic acid of SARS-CoV-2 in human
clinical samples. Biomedicine & Pharmacotherapy [online]. 2021, 140, 111772
[vid. 2021-07-08]. ISSN 07533322. Dostupné z: doi:10.1016/j.biopha.2021.111772

[50] KELLNER, Max J., Jeremy G. KOOB, Jonathan S. GOOTENBERG, Omar O.
ABUDAYYEH a Feng ZHANG. SHERLOCK: nucleic acid detection with CRISPR
nucleases. Nature Protocols [online]. 2019, 14(10), 2986-3012 [vid. 2021-07-08].
ISSN 1754-2189, 1750-2799. Dostupné z: d0i:10.1038/s41596-019-0210-2

[51] JOUNG, Julia, Alim LADHA, Makoto SAITO, Michael SEGEL, Robert BRUNEAU,
Mee-li W. HUANG, Nam-Gyun KIM, Xu YU, Jonathan LI, Bruce D. WALKER,
Alexander L. GRENINGER, Keith R. JEROME, Jonathan S. GOOTENBERG, Omar O.
ABUDAYYEH a Feng ZHANG. Point-of-care testing for COVID-19 using SHERLOCK

45



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

diagnostics [online]. preprint. B.m.: Infectious Diseases (except HIV/AIDS). 2020
[vid. 2021-07-08]. Dostupné z: doi:10.1101/2020.05.04.20091231

DING, Xiong, Kun YIN, Ziyue LI a Changchun LIU. All-in-One Dual CRISPR-Casl2a
(AIOD-CRISPR) Assay: A Case for Rapid, Ultrasensitive and Visual Detection of Novel
Coronavirus SARS-CoV-2 and HIV virus [online]. preprint. B.m.: Biochemistry. 2020
[vid. 2021-07-08]. Dostupné z: doi:10.1101/2020.03.19.998724

BROUGHTON, James P., Xianding DENG, Guixia YU, Clare L. FASCHING, Jasmeet
SINGH, Jessica STREITHORST, Andrea GRANADOS, Alicia SOTOMAYOR-
GONZALEZ, Kelsey ZORN, Allan GOPEZ, Elaine HSU, Wei GU, Steve MILLER,
Chao-Yang PAN, Hugo GUEVARA, Debra A. WADFORD, Janice S. CHEN a Charles
Y. CHIU. Rapid Detection of 2019 Novel Coronavirus SARS-CoV-2 Using a CRISPR-
based DETECTR Lateral Flow Assay [online]. preprint. B.m.: Infectious Diseases
(except HIV/AIDS). 2020 [vid. 2021-07-08]. Dostupné
z: doi:10.1101/2020.03.06.20032334

SULEMAN, Sharig, Sudheesh K. SHUKLA, Nitesh MALHOTRA, Shikandar D.
BUKKITGAR, Nagaraj P. SHETTI, Roberto PILLOTON, Jagriti NARANG, Yen NEE
TAN a Tejraj M. AMINABHAVI. Point of care detection of COVID-19: Advancement
in biosensing and diagnostic methods. Chemical Engineering Journal [online]. 2021,
414, 128759 [vid. 2021-07-23]. ISSN 13858947. Dostupné
z: d0i:10.1016/j.cej.2021.128759

WU, Xiaolin, Joshua K. TAY, Chuan Keng GOH, Cheryl CHAN, Yie Hou LEE, Stacy
L. SPRINGS, De Yun WANG, Kwok Seng LOH, Timothy K. LU a Hanry YU. Digital
CRISPR-based method for the rapid detection and absolute quantification of nucleic
acids. Biomaterials [online]. 2021, 274, 120876 [vid.2021-07-08]. ISSN 01429612.
Dostupné z: doi:10.1016/j.biomaterials.2021.120876

WU, Xiaolin, Yie Hou LEE, Timothy K. LU a Hanry YU. A Warm-start Digital
CRISPR-based Method for the Quantitative Detection of Nucleic Acids [online].
preprint. B.m.: Infectious Diseases (except HIV/AIDS). 2021 [vid. 2021-07-08].
Dostupné z: doi:10.1101/2021.06.10.21258725

SAADATI, Arezoo, Soodabeh HASSANPOUR, Miguel de la GUARDIA, Jafar
MOSAFER, Mahmoud HASHEMZAEI, Ahad MOKHTARZADEH a Behzad
BARADARAN. Recent advances on application of peptide nucleic acids as a
bioreceptor in biosensors development. TrAC Trends in Analytical Chemistry [online].
2019, 114, 56-68 [vid. 2021-07-08]. ISSN 01659936. Dostupné
z: doi:10.1016/j.trac.2019.02.030

WANG, Joseph. DNA biosensors based on Peptide Nucleic Acid (PNA) recognition
layers. A reviewlThis paper was a finalist for the Biosensors & Bioelectronics Award
for the most original contribution to the Congress.1. Biosensors and Bioelectronics
[online]. 1998, 13(7-8), 757-762 [vid.2021-07-08]. ISSN 09565663. Dostupné
z: doi:10.1016/S0956-5663(98)00039-6

46



[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

CADONI, Enrico, Alex MANICARDI a Annemiecke MADDER. PNA-Based
MicroRNA Detection Methodologies. Molecules [online]. 2020, 25(6), 1296 [vid. 2021-
07-22]. ISSN 1420-3049. Dostupné z: doi:10.3390/molecules25061296

NARGESSI, Dokhi a Chin-Yih OU. MagaZorb: A Simple Tool for Rapid Isolation of
Viral Nucleic Acids. The Journal of Infectious Diseases [online]. 2010, 201(s1), S37—
S41 [vid. 2021-07-08]. ISSN 0022-1899, 1537-6613. Dostupné z: doi:10.1086/650391

MASON, Michael G. a Jos¢é R. BOTELLA. Rapid (30-second), equipment-free
purification of nucleic acids using easy-to-make dipsticks. Nature Protocols [online].
2020, 15(11), 3663-3677 [vid. 2021-07-09]. ISSN 1754-2189, 1750-2799. Dostupné
z: d0i:10.1038/s41596-020-0392-7

BASIRI, Arefeh, Arash HEIDARI, Melina Farshbaf NADI, Mohammad Taha Pahlevan
FALLAHY, Sasan Salehi NEZAMABADI, Mohammadreza SEDIGHI, Amene
SAGHAZADEH a Nima REZAEI. Microfluidic devices for detection of RNA viruses.
Reviews in Medical Virology [online]. 2021, 31(1), 1-11 [vid. 2021-07-07]. ISSN 1052-
9276, 1099-1654. Dostupné z: doi:10.1002/rmv.2154

BRAGHERI, Francesca, Rebeca MARTINEZ VAZQUEZ a Roberto OSELLAME.
Microfluidics.  In: Three-Dimensional ~ Microfabrication  Using ~ Two-Photon
Polymerization [online]. B.m.: Elsevier, 2020 [vid. 2021-07-07], s. 493-526. ISBN 978-
0-12-817827-0. Dostupné z: doi:10.1016/B978-0-12-817827-0.00057-6

TARIM, E. Alperay, Betul KARAKUZU, Cemre OKSUZ, Oyku SARIGIL, Melike
KIZILKAYA, Mahmoud Khatib A. A. AL-RUWEIDI, Huseyin Cagatay YALCIN,
Engin OZCIVICI a H. Cumhur TEKIN. Microfluidic-based virus detection methods for
respiratory diseases. Emergent Materials [online]. 2021, 4(1), 143-168 [vid. 2021-07-
07]. ISSN 2522-5731, 2522-574X. Dostupné z: d0i:10.1007/s42247-021-00169-7

ZHANG, Lu, Baozhi DING, Qinghua CHEN, Qiang FENG, Ling LIN a Jiashu SUN.
Point-of-care-testing of nucleic acids by microfluidics. TrAC Trends in Analytical
Chemistry [online]. 2017, 94, 106-116 [vid. 2021-07-07]. ISSN 01659936. Dostupné
z: doi:10.1016/j.trac.2017.07.013

ZHU, Hanliang, Zdenka FOHLEROVA, Jan PEKAREK, Evgenia BASOVA a Pavel
NEUZIL. Recent advances in lab-on-a-chip technologies for viral diagnosis. Biosensors
and Bioelectronics [online]. 2020, 153, 112041 [vid. 2021-07-08]. ISSN 09565663.
Dostupné z: doi:10.1016/j.bi0s.2020.112041

47



Seznam obrazku

Obr. 1 Strukturalni priklady Kapsid. ........oocoveiiiieiiiieiiiii e 11
Obr. 2 Struktura NUKICOtIATL. ....ocuviiiiiiiieiie et 12
Obr. 3 Schéma spojovani nukleotidii vodikovymi mustky.. .......ccccovvvvieiiiininiiiiceeee, 13
Obr. 4 Zakladni cyklus replikace VITIONTL. ......cvveiiivieiiiiieiiiieiiie e 15
Obr. 5 Vstup virionu do buiiky endocytézou (a) nebo virovou fizi (b)........cccevvviriiiieniinnnnne 17
Obr. 6 Schéma replikace DNA @ RNA VIIT. ..ccviiviiiiiiiiiiiieie e 19
Obr. 7 Schéma uvolnéni virionu z buiiky pucenim (A) nebo endocytéozou (B).........cceevueeneens 20
Obr. 8 Schéma metod bun€cné lyze. .........ccoovvviiiiiiiiiii 22
Obr. 9 Schématické zobrazeni extrakce na magnetickou pevnou fazi. .........ccocevviiiiiiiicnnnn, 26
Obr. 10 Schéma detekce NK metodou PCR...........cooviiiiiiiiiiiicee e 28
Obr. 11 Schématické provedeni geloveé elektroforézy. |. .......coovviiiiiiiiniieniiieee e 30

Obr. 12 Zobrazeni separované NK gelovou elektroforézou. Vizualizace ¢inidlem EtBr (A). Po
osvétleni UV lampou a vyfotografovani (B)........cccoceeiiiiiiiiiiciiceee e 31

Obr. 13 Schématické porovnani CRISPR metod. Horni schéma zobrazuje metodu

SHERLOCK (a) spodni schéma zobrazuje metodu DETECTR (b). ..cccooovviiiiiiiiiiiiiieens 33
Obr. 14 Schématické zobrazeni ptikladu bioSEnSOrU. ........ccccvvvviiiiiiiiiiiicc 35
Obr. 15 Postup metody MagaZorh. .........cccoveiiiiiiieie et 36
Obr. 16 Celuldézovy prouzek na purifikaci NK. Inpregnovana ¢ast (1), ¢ast na vazani NK (2)
.................................................................................................................................................. 36
Obr. 17 Schématické zobrazeni LOC . ........c.cooiiiiiiiiiiiiiiec e 38
Obr. 18 Realné porovnani LOC s minci. Pfevzato a upraveno z [66]..........ccocevveiiiiiiinennnn, 38

48



Seznam tabulek

Tabulka 1 Priklad usporadani bazi a polarita u specifickych struktur virového cyklu. ........... 14

49



Seznam zkratek

SARS-CoV-2 Koronavirus souvisejici s t€Zkym akutnim respiraénim syndromem

DNA Kyselina deoxyribonukleova
RNA Ribonukleova kyselina

PCR Polymerazova fetézova reakce
NK Nukleova kyselina

CRISPR Clustery pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic

RADICA Rychly digitalni pfistup CRISPR

MRNA Messengerova RNA

SSRNA Jednovlaknova RNA

dsDNA Dvouvlaknova DNA

DdDp DNA-dependentni DNA polymerazu
DdRp DNA-dependentni RNA polymerazu
SDS Stl dodecylsulfatu

OH- Hydroxidy

NaOH Hydroxid sodny

CsClI Chlorid cesny

EtBr Ethidium borimidu

M Kov

Cd Kadmium

Co Kobalt

Cu Med’

NGS Metoda sekvenovani nové generace
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) Sekunda

cDNA Fragmenty genomu urcitého organismu
tzv. Tak zvané

A Adenin

T Thymin

G Guanin

C Cytozin

U Uracil

EDTA Kyselina ethylendiaminotetraoctova
uv Ultrafialové

Cas Proteiny spojené s CRISPR

RPA Rekombinazové polymerazové amplifikace
PNA Peptidova NK

LNA Uzamc¢ena NK — analog RNA

PTO Fosforothiolat oligonukleotid

ul Mikrolitr

mM Milimol

LOC Lab-on-chip

nm Nanometr

miR Mikro RNA

acpcPNA D-prolyl-2- aminocyklopentanecarboxylové patete
AgNF Sttibrné nanopény

3D trojrozmérny
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PPY

polypyrrol
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