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Souhrn

Pandemie onemocnéni COVID-19 zpisobeného virem SARS-CoV-2 ovlivnila cely svét
a s jejimi dusledky se spolecnost vyrovnava dodnes. Pro sledovani evoluce viru a aktualniho
stavu Sifeni v populaci je dulezité wurCeni sekvencnich variant SARS-CoV-2.
Pro genotypizaci SARS-CoV-2 se vyuziva sekvenovani, které je v§ak ekonomicky, ¢asové
i personalné narocné. Druhym pfistupem je cilené testovani. Metody cileného testovani

se snazi identifikovat jednu nebo vice variant SARS-CoV-2.

Metodou, ktera by spojovala vyhodu rychlosti cilené genotypizace a §ifi zabéru sekvenovani,
se zabyva experimentalni cast této diplomové préce. Jedna
se o Linear-After-The-Exponential-PCR (LATE-PCR) s reverzni transkripci s hybridizaci
se sondami lights-on/lights-off. V experimentalni Casti prace byl proveden navrh primerd
a lights-on/lights-off sond, jejich testovani se syntetickymi standardy — DNA fragmenty
genu pro S1 protein u SARS-CoV-2 a uspéSné oveéfeni specifity vazby sond
na amplikony realnych vzorki RNA SARS-CoV-2. Na zaklad¢ vysledku této prace bylo
zjisténo, ze tato metoda disponuje potencidlem odhalit vSechny mutace v regionu
vyhrazeném primery zleva a zprava. Srovnanim s databankou kiivek tani jednotlivych
variant SARS-CoV-2 by bylo mozno urcit konkrétni mutace pfitomné ve vzorku a nové

mutace by mohly byt odhaleny podle nového profilu kfivky tani a potvrzeny sekvenovanim.
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SUMMARY

The pandemic of the disease COVID-19 caused by the SARS-CoV-2 virus has affected
the entire world, and society is still coping with its consequences today. In order to monitor
the evolution of the virus and the current state of spread in the population, it is important
to determine the sequence variants of SARS-CoV-2. Sequencing is used for SARS-CoV-2
genotyping, but it is economically demanding, time-intensive, and personnel-intensive.
The second approach is targeted testing. Targeted testing methods try to identify one
or several variants of SARS-CoV-2.

The experimental part of this diploma thesis deals with a method that would combine
the advantage of the speed of targeted genotyping and the breadth of sequencing coverage.
It is Linear After The Exponential-PCR (LATE-PCR) with reverse transcription with
hybridization with Lights-On/Lights-Off probes. In the experimental part of the work,
the design of primers and Lights-On/Lights-Off probes was carried out, their testing with
synthetic standards — DNA fragments of the gene for the S1 protein in SARS-CoV-2
and the successful verification of the specificity of the binding of the probes to the amplicons
of real RNA samples of SARS CoV-2. Based on the results of this work, it was found that
this method has the potential to detect all mutations in the region reserved by the primers

from the left and right. By comparing with a database of melting curves of individual
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SARS-CoV-2 variants, it would be possible to determine the specific mutations present
in the sample and new mutations could be detected according to the new melting curve

profile and confirmed by sequencing.
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1 UVOD

Koronaviry, dfive ne moc znamé viry zpusobujici vétsinou jen bézné nachlazeni, ale od roku
2019 pojem znadmy pro cely svét, a to ve spojeni s pandemii onemocnéni COVID-19.
Pivodcem onemocnéni COVID-19 je novy typ koronaviru — koronavirus 2 zpusobujici t€zky
akutni respiraéni syndrom (SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2) SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 je obaleny RNA virus, jedna se o sedmy

koronavir, o kterém je znamo, ze infikuje ¢lovéka.

Genom viru SARS-CoV-2 neni neménny. Bodovymi mutacemi a inzercemi/delecemi
v genomu SARS-CoV-2 stale vznikaji nové varianty. Rozdilné sekvencni varianty maji vliv

na virulenci, rychlost Sifeni 1 antigenicitu viru.

Pro sledovani aktualniho stavu §ifeni viru v populaci, dynamiky evoluce viru a vytvareni
predpoveédi dalsiho Sifeni viru je dulezita genotypizace SARS-CoV-2. Priistupy
pro genotypizaci SARS-CoV-2 jsou dva: sekvenovani nebo cilené testovani pro identifikaci
vybranych variant SARS-CoV-2. Sekvenovani je ¢asové i financn€ naro¢né, ale umoziiuje
identifikaci novych dosud nepopsanych variant. Metody cileného testovani se snazi rozlisit
od jedné varianty az po nékolik variant SARS-CoV-2 najednou. Jejich vyhodou je casova
nenaroCnost a niz§i naklady, ale u mnoha znich mize dojit kfalesné
negativité - nezachyceni nové varianty, na které dand metoda necilila nebo dokonce

nezachyceni viru, pokud doslo k mutaci v misté vazby 3" konce primeru.

Prakticka ¢ast diplomové prace se zaméti na metodu, ktery by mohla spojovat vyhodu Site
zabéru sekvenovani a rychlost cilené genotypizace. Touto metodou by mohla byt
Linear-After-The-Exponential (LATE)-PCR s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off.
Tato metoda se jiz GspéSné vyuziva napiiklad pii skenovani mutaci v genu pro receptor
epidermalniho ristového faktoru u Clovéka ¢i pro detekci patogent spojenych se sepsi.
Prakticka Cast se bude zabyvat designem primert a lights-on/lights-off sond pro amplifikaci
casti genu pro S1 protein SARS-CoV-2 pii LATE-PCR s reverzni transkripci a detekci
mutaci v amplikonu. Poté bude nasledovat ovéreni funk¢nosti reagencii, optimalizace reakce
a overeni specifity signalu lights-on/lights-off sond pfi hybridizaci na rozdilné syntetické

standardy i realné vzorky.



2 CILE PRACE

1 Zpracovat literarni reSer§i souCasnych moznosti rozliSeni SARS-CoV-2 variant
a problematiky DNA sond testujicich vice mutaci v jediné zkumavce.
2 Navrhnout a otestovat lights-on/lights-off sondy pro vice mutaci SARS-CoV-2 v jediné

zkumavce.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Koronaviry

Koronaviry jsou rozSifenymi patogeny lidi i obratlovci a mohou infikovat respiracni,
gastrointestinalni, jaterni a centralni nervovy systém. Jejich oznaceni je odvozeno od tvaru
virioni v elektronovém mikroskopu. Diky povrchovym proteinim (dlouhym 9-12 nm)
se viriony jevi jako ,koruna“ ¢i ,slune¢ni kordona“. Koronaviry jsou RNA viry z fiSe
Orthornavirae, kmenu Pisuviricota, ttfidy Pisoniviricetes, tadu Nidovirales, Celedi

Coronaviridae a podCeledi Orthocoronavirinae.

SARS-CoV-2 je puvodcem koronavirového onemocnéni 2019 (COVID-19), které se poprvé
objevilo na konci roku 2019 ve Wu-chanu v Ciné (Gorbalenya et al., 2020; Woo et al., 2023;
Zhu et al., 2020). Za pavodni misto propuknuti pandemie COVID-19 se povazuje
velkoobchodni trh s mofskymi plody Wuhan Huanan (Chen et al., 2020).

AZ do propuknuti pandemie SARS-CoV-2 bylo znamo Sest koronavirt, které infikuji
Clovéka, z nichz Ctyfi: lidsky koronavirus-229E (HCoV, human coronavirus), HCoV-OC43,
HCoV-NL63 a HCoV-HKU1 zptasobuji mirné onemocnéni hornich cest dychacich a pouze
ve vzacnych pfipadech mohou u rizikovych jedinct zpisobit zavaznéjsi infekci. V letech
2002-2003 byl v provincii Guangdong v Ciné identifikovan koronavirus zptsobujici tézky
akutni respiracni syndrom (SARS-CoV, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus),
ktery mél z 8000 klinickych pfipadi za nasledek 774 amrti (Gmrtnost asi 10 %). Poslednim
znamym koronavirem infikujicim ¢lovéka je koronavirus zptsobujici respiracni syndrom
Stiedniho vychodu (MERS-CoV, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), ktery
se poprvé vyskytl na Blizkém vychodé vroce 2012, zpusobujici té€zké respiracni
onemocnéni. Viry SARS-CoV i MERS-CoV jsou zoonotického pavodu (Fehr et Perlman,
2015; Chen et al., 2020; Ns et al., 2003).

3.2 SARS-CoV-2

3.2.1 Taxonomie SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 patii do fadu Nidovirales, celedi Coronaviridae, podceledi
Orthocoronavirinae, rodu Betacoronavirus a podrodu Sarbecovirus. Podceled
Orthocoronavirinae  zahrnuje  Ctyfi  rody:  Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus a Deltacoronavirus. Evolucni analyza odhalila, ze koronaviry z rodu
Alphacoronavirus a Betacoronavirus pochazeji z hlodavca a netopyrd, avsak viry z rodu

Gammacoronavirus a Deltacoronavirus pochazi z druht ptaich (Ge et al., 2017; Loomba
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et al., 2020).

Virus SARS-CoV-2 vykazuje 79,6% sekvencni podobnost s virem SARS-CoV (Cui et al.,
2019). Prestoze od propuknuti pandemie uplynulo jiz nékolik let, presny ptavod
SARS-CoV-2 je stale predmétem studii. StarSi studie ukazovaly na primarni pavod
u netopyri, noveéjsi studie Wang er. al (2024) popisuje vyvo; SARS-CoV-2 pres hostitele
nasledovné: norek, kocka, tygr, mys, kiecek, pes, lev, gorila, leopard, netopyr a pangolin

(Andersen et al., 2020).
3.2.2 Virologie SARS-CoV-2 a pandemie COVID-19

SARS-CoV-2 je RNA virus, obaleny lipidovou dvojvrstvou odvozenou od hostitelské
membrany, s perifernimi a integralnimi proteiny. Velikost virioni SARS-CoV-2
je vpruméru 60-140 nm a jejich tvar je sféricky s urCitym pleomorfismem. Lipidova
dvojvrstva zapouzdiuje Sroubovitou nukleokapsidu obsahujici virovou RNA (Kumar et al.,

2020; Zhu et al., 2020).

Od prvnich piipadt onemocnéni COVID-19 v prosinci 2019 se virus rychle ifil a Cina
dosahla epidemického vrcholu v tinoru 2020, kdy rostl pocet novych nakazenych v priméru
0 3000 denné. Prestoze byly v Ciné zavedeny nevidang piisné restrikce za u¢elem omezeni
Sifeni nakazy a poCet nakazenych zacal klesat, doslo k §ifeni nakazy na mezinarodni Grovni.
Onemocnéni COVID-19 se nevyhnulo zadnému kontinentu a Svétova zdravotnicka
organizace (WHO, World Health Organization) oficidlné oznacila globalni Sifeni
onemocnéni COVID-19 jako pandemii 11. bfezna 2020. Celosvétoveé bylo hlaSeno vice
nez 774 milionti potvrzenych pfipadii nakazenych COVID-19 a vice nez 7 miliont tmrti
(datak 3. 3.2024), pfiCemz na imrtnost mélo vliv mimo jiné i pfetizeni zdravotniho systému
v nékterych oblastech. Pandemie COVID-19 méla a stale ma dalekosahlé zdravotni, socialni

i ekonomické dopady (Hu et al., 2021; Chaurasia et Ghose, 2024; WHO, 2024).

V Ceské republice se datuje zatatek pandemie k 1. bieznu 2020, kdy byl evidovan prvni
nakazeny v CR. Prvni opatieni proti §ifeni epidemie pak vlada CR piijala 3. bfezna 2020,
o par dni pozdé&ji byly uzavieny skoly a vyhlaSen nouzovy stav s fadou omezeni pro v§echny
ob&any CR. Nasledovalo mnoho dalSich opatieni i obdobi s ,uvolfiovanim® restrikci.
V zaii 2020 byla CR jednou z nejhiife zasazenych zemi v Evropé v ramci poétu nakazenych
osob na milion obyvatel. Veskera protiepidemickd opatfeni byla definitivné zruSena

5. kvétna 2022 (Fiala, 2020; Kaspar er Svec, 2022; Novinky.cz, 2020).


http://Novinky.cz

3.2.3 Organizace genomu SARS-CoV-2

Genom SARS-CoV-2 se skladd zjednoho nesegmentovaného vldkna pozitivni RNA
(+ssRNA, positive-sense single-stranded RNA) o délce piiblizné 30 kb. Genomova RNA
obsahuje 5' ¢epicku (cap) a 3'-poly(A) konec a zahrnuje 15 otevienych Ctecich ramct (ORF,
Open Reading Frames). +ss RNA se vyuzivda jako mRNA pro pfimou translaci
polyproteinového prekurzoru, ktery koduje né€kolik nestrukturalnich proteint (nsps,
nonstructural proteins) véetné RNA-dependentni RNA polymerazy (Al-Qaaneh et al., 2021;
Fehr ef Perlman, 2015; Chen et al., 2020; Khailany et al., 2020).

Prvni ORF1a/b zaujima asi dvé tfetiny délky celého genomu. ORF1la/b na 5' konci koduje
16 nsp. V zavislosti na -1 posunové mutaci (tzv. frameshift) mezi ORFla a ORF1b vznika
polypeptidla (ppla) nebo polypeptidlb (pplb). Ppla koduje NSP1-NSP11 a pplb odpovida
NSP12 azNSP16. V ramci nsps vznikaji dveé cysteinové proteazy (proteaza podobna papainu
(nsp3) a protedza podobnd chymotrypsinu (nsp5)), RNA-dependentni RNA
polymeraza — RdRp (nspl2), helikaza (nspl3) adalsi, které se podili na transkripci
a replikaci SARS-CoV-2. V poslednich 10 kb od 3' konce jsou kddovany Ctyfi strukturni
proteiny: spike (S) — povrchovy glykoprotein, membranovy (M), obalovy (E, envelope)
a nukleokapsidovy (N) protein a dal§i ORF (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b,
ORF8b, ORF9a, ORF9b a ORF10) koéduji dopliikové proteiny, které maji vyznamnou roli
v infekci a patogenezi SARS-CoV-2.

Na 5' konci je také vedouci sekvence (sekvence, ktera piedchazi kodujici sekvenci genu)
a neprekladana oblast (UTR, UnTranslated region), jejiz sekvence, délka a sekundarni
struktura vlasenky ovliviiuje u¢innost replikace a transkripce. Kazdému strukturalnimu genu
také predchazi transkripéni regulacni sekvence (TRS), ktera je nutnad pro jejich funkéni
expresi. UTR na 3' konci obsahuje struktury RNA kliové pro replikaci virové RNA
(Al-Qaaneh et al., 2021; Fehr et Perlman, 2015; Chen et al., 2020; Ravi et al., 2022; Yadav
etal.,2021).

3.2.4 Strukturni proteiny SARS-CoV-2

Ctyii strukturni proteiny (S, E, M a N) jsou kli¢ové pro sestaveni viriond a zptisobeni

infekce.
S protein  (~150 kDa) je fuzni membranovy glykoprotein 1. tfidy sestavajici
se z 1273 aminokyselin. Jedna se o homotrimerni protein. Kazdy monomer je tvofen dvéma

podjednotkami — S1 a S2. Podjednotka S1 zodpovida za vazbu k receptoru hostitelské buiiky



a podjednotka S2 za fuzi virové a bunééné membrany. S protein je kliCovy pro vstup viru
do hostitelské bunky, protoze zprostredkovava vazbu na vstupni
receptor — angiotenzin-konvertujici enzym 2 (ACE2, Angiotensin-Converting Enzyme 2).
S1 podjednotka mé& dvé funkéni domény, N-koncovou a C-koncovou doménu.
Zarozpoznani ACE2 zodpovidd oblast 211 aminokyselin (aminokyseliny 319-523)
na C-koncové doméné S1 podjednotky, tzv. vazebnd doména receptoru (RBD, Receptor-
Binding Domain). Podobnost aminokyselinového slozeni RBD mezi SARS-CoV
a SARS-CoV-2 je 73 %. Specifickym rysem pro SARS-CoV-2 je inzerce Ctyf
aminokyselinovy zbytki (PRRA, aminokyseliny 681-684) v misté spojeni podjednotek
S1 a S2. Tato inzerce polybazického mista St€peni umoziuje St€peni furinem, coz je hraje
dilezitou roli pii virové infekcnosti. Proteolytické zpracovani hostitelskymi proteazami
(u SARS-CoV-2 furinem, katepsinem L a transmembranovou serinovou
proteazou — TMPRSS2, Transmembrane Serine Protease 2) je, stejn€ jako i1 u jinych
koronavirt, nutné pro vstup SARS-CoV-2 do bunky. Polybazické misto pro St€peni furinem
muze snizovat stabilitu proteinu SARS-CoV-2 S a usnadnit konformacéni adaptaci, ktera je
nutna pro vazbu RBD na ACE2. Dalsi jedine¢nou vlastnosti S proteinu SARS-CoV-2 oproti
SARS-CoV je piitomnost O-vazanych glykani k S673, T678 a S686, které lemuji misto
Stépeni. RBD je hlavnim cilem neutralizujicich protilatek pfi infekci a samotny S protein byl
ve stiedu zajmu pro vyvoj terapeutik a vakcin (Casalino et al., 2020; Hu et al., 2021; Kumar

et al., 2020; Walls et al., 2020; Woo et al., 2010; Yadav et al., 2021).

Proteiny E a M jsou malé transmembranové proteiny nutné pro morfogenezi, sestaveni

a puceni viru.

M protein (~25-30 kDa) je zastoupen nejhojngji v ramci strukturnich proteinti. Ma tfi rizné
transmembranové domény. Homodimerni M protein je vyzadovan pro sbaleni genomu, vaze
se na nukleokapsidu a urCuje definitivni tvar virionu (Dhama et al., 2020; Yadav et al.,

2021).

E protein (~8,5 kDa) je nejmenSim strukturnim proteinem SARS-CoV-2 a spolecné
s M proteinem je jednou z hlavnich membranovych slozek. Zprostiedkovava puceni,
uvoliovani vird a ma podil na virové patogenezi. V ramci hostitelské bunky funguje jako
selektivni viroporin (iontovy kanal) pfes membranu endoplazmatického retikula a Golgiho
intermediarniho  kompartmentu (ERGIC, endoplasmic reticulum-Golgi intermediate

compartment) (Hardenbrook ef Zhang, 2022; Chen et al., 2020).

N protein je hlavni proteinovou slozkou uvnitf virionu a ma nékolik funkci. Je zodpovédny
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za organizaci genomu do komplexu ribonukleoproteinu, dale inhibuje produkci interferonu
B a moduluje tak pfirozenou imunitni odpovéd’ hostitelskych bun€k a je supresorem RNA
interference, coz je prospé$né pro virovou replikaci (Dhama et al., 2020; Chen et al., 2020;

Jahirul Islam et al., 2023).
3.2.5 Mutace SARS-CoV-2

Genetickad diverzita u SARS-CoV-2 je klicova pro jeho fitness a patogenni potencial.
U SARS-CoV-2 jsou zdrojem genetické diverzity mutace, rekombinace a preskupeni.
Rekombinace a preskupeni jsou dilezitymi mechanismy pii mezidruhovém pfenosu viru,
protoze dochézi k vytvoreni novych antigennich kombinaci, které mohou vést k uspésné

adaptaci na nového hostitele (Rahimi ez al., 2021; Rehman et al., 2020).

Pro evoluci SARS-CoV-2 vramci jednoho hostitelského druhu jsou nejdilezite)si

mutace — bodové mutace a inzerce/delece.

Mutace ovliviiuji virulenci, rychlost Sifeni, antigenicitu a mohou snizovat miru neutralizace
protilatkami ziskanymi pfirozenou infekci nebo vakcinaci. Primémy pocet mutaci
u SARS-CoV-2 je vypoéten na 9 x 10”7 mutaci na nukleotid za replikacni cyklus. Rychlost
mutaci u SARS-CoV-2 je zavisla na selektivnim tlaku, pfesnosti replikace a dalSich
faktorech souvisejicich s hostitelem. V zavislosti na podminkach, ve kterych se virus
replikuje, je priméma mira 4 x 10~* nukleotidovych substituci na misto za rok (Abbasian

et al., 2023; Chaurasia et Ghose, 2024; Chernyaeva et al., 2023).
3.2.6 Varianty SARS-CoV-2

Protoze se v pribéhu pandemie COVID-19 objevilo vicero novych sekvenénich variant
SARS-CoV-2, WHO a Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC, Centers for Disease
Control and Prevention) zacaly rozliSovat varianty SARS-CoV-2 mimo jiné na varianty
vyvolavajici obavy (VOC, Variants of Concern) a zajmové varianty (VOI, Variants
of Interest) s umyslem zacilit globalni monitorovani a vyzkum. VOI maji specifické
genetické markery, které byly spojeny se zménami vazby k receptoru, ovliviiuji virulenci,
snizuji neutralizaci protilatkami ziskanymi pfirozenou infekci nebo vakcinaci a vyznacuji
se schopnosti vyhnout se detekci nebo snizeni U€innosti terapeutik ¢i ockovani. VOC maji

vlastnosti obdobné jako VOI, ale existuje u nich dikaz o zvySeném pienosu.

Jednotlivé varianty SARS-CoV-2 jsou oznaCovany vice zpusoby. Védeckym oznacenim je
kombinace pismen a Cislic. Pro zjednoduseni zac¢ala WHO oznaCovat jednotlivé varianty

pismeny fecké abecedy (Hillary et Ceasar, 2023; Ravi et al., 2022).
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Na konci roku 2019 byly ve Wu-chanu v Ciné hlageny série piipadi pneumonii nejasného
puvodu. Podle mista, kde se virus poprvé objevil, byl nazyvan virus jako wuchansky
¢i jednoduse novy koronavirus. Oficialné byl virus SARS-CoV-2 pojmenovan 11. unora
2020 Mezinarodnim vyborem pro taxonomii. Ve srovnani s genomem primarniho
SARS-CoV-2 bylo v prubéhu ¢asu nalezeno vice nez tisic mutaci a 17 z nich bylo popsano

jako vysokofrekvencnich (Gorbalenya et al., 2020; Rahimi et al., 2021).

Alfa varianta SARS-CoV-2 (B.1.1.7) byla poprvé objevena v listopadu 2020 ve Spojeném
kralovstvi, a poroto byva oznacovana také jako , britska“. Ve virovém genomu se vyskytuje
17 mutaci definyjicich linii B.1.1.7 ztoho 8 mutaci v oblasti kodujici S protein
(A69-70 delece, A144 delece, N501Y, A570D, P681H, T716I, S982A, D1118H). Mutace
N501Y v oblasti koédujici RBD v S proteinu je hlavni determinantou zvySeného prenosu
varianty Alfa. Tato varianta se vyznaCovala zvySenym rizikem hospitalizace 1 vyssi
umrtnosti nez u primarniho SARS-CoV-2 (Galloway et al., 2021; Grint et al., 2021; Liu et
al., 2022).

Beta varianta SARS-CoV-2 (B.1.351) byla poprvé zjisténa v Jizni Africe v fijnu 2020
a zpusobila druhou vinu epidemie COVID-19 v mnoha castech svéta. Tato varianta je
definovana osmi mutacemi (L18F, DS80A, D215G, R2461, K417N, E484K, N501Y
a A701V) v S proteinu, ti1t mutace (K417 N, E484K a N501Y) jsou umisténé v oblasti RBD
a stoji za zvySenou afinitou k ACE2 receptoram (Tegally ef al., 2021).

Delta varianta SARS-CoV-2 (B.1.617.2) byla zodpovédna za druhou vlnu infekci
COVID-19 v Indii. Varianta delta poprvé detekovana v fijnu 2020 a v kvétnu 2021 tvortila
asi 90 % vsech detekovanych variant SARS-CoV-2 v Indii. Béhem nékolika meésica
serozsifila do 163 zemi a na zaCatku srpna 2021 predstavovala varianta delta

90 % cirkulyjicich variant SARS-CoV-2 na svété.

Varianta delta ma 23 mutaci ve srovnani s alfa variantou SARS-CoV-2. V S proteinu je osm
substituci (T19R, G142D, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R a D950N) a dvé delece
(156 a 157 delece), pticemz substituce L452R a P681R jsou divodem pro masivni rozsifeni
této varianty. Substituce P681R, arginin substituuje prolin na pozici 681, umoziuje jesté
ucinngjsi fuzi a integraci viru do cilovych bunék nez jiné varianty tim, ze tato mutace
optimalizuje misto pro Stépeni furinem a umoziiuje ucinngjsi Stépeni prekurzorového
S proteinu na aktivované formy S1 a S2. Tato mutace je dilezita pro usnadnéni pifenosu této
varianty mezi lidmi. Substituce L452R, nahrazeni argininu za leucin na pozici 452, zvySuje

virovou infek¢nost a ucinnost fuze, stejné€ jako virovou replikaci. Mutace L452R zvySuje

8



afinitu vazby S proteinu na receptor ACE2. Tato siln¢jsi vazba S proteinu na receptor ACE2
pomaha vyhnout se vazbé protilatek stimulovanych vakcinou na S protein. Tato mutace také
umoziuje viru uniknout CD8 T buiikdm imunitniho systému, které by mohly virus
eradikovat a dochazi tak k Cast&jsim reinfekcim u pacienti s predchozi infekci jinou
variantou SARS-CoV-2 nez delta (He et al., 2021; Hendaus et Jomha, 2021; Saberiyan et al.,
2022; Shiehzadegan et al., 2021; Yang et Shaman, 2021).

V listopadu 2020 byla poprvé v Brazilii identifikovana gamma varianta SARS-CoV-2 (P.1).
Tato varianta ma 10 mutaci v S proteinu oproti primarnimu SARS-CoV-2 (L18F, T20N,
P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y a T1027I) z toho tfi mutace jsou
v oblasti RBD (N501Y, K417T a E484K) (Faria et al., 2021).

Dalsi varianta SARS-CoV-2 — omikron (B.1.1.529) byla identifikovana v listopadu 2021
v Botswané. Varianta omikron vyvolala novou vlnu infekci po celém svété a na vrcholu
,,omikronové viny“ byl pfirtstek infekci mnohem vys$si nez u predchozich variant. Avsak
infekce variantou omikron nezpuisobovaly tak zavazny pribéh onemocnéni COVID-19 jako
dfivejsi varianty. Varianta omikron se vyznacCuje zvySenou pienositelnosti, unikem
neutralizanim protilatkdm proti primarnimu SARS-CoV-2 a zvySenym rizikem opé&tovné

infekce.

Varianta omikron se od ostatnich variant 1i§i vysokym po¢tem mutaci, které obsahuje (vice
nez 50 mutaci). V oblasti RBD obsahuje kli€ové mutace pro zvysSeni infekEnosti této
varianty: S371L, G339D, S375F, S373P, K417N, N440K, S477N, G446S, E484A, T478K,
Q493K, Q498R, G496S, N501Y a Y505H. Diky dalSim mutacim v genomové oblasti
se objevilo nékolik podvariant omikronu (napiiklad BA.1, BA.2, BA.3, BA4, BAS
a rekombinantni BA.1/BA .2) (Gu et al., 2022; Chatterjee et al., 2023; Pather et al., 2023).

Protoze virus SARS-CoV-2 neustale mutuje objevily se také dalsi varianty: lambda (C.37),
mu (B.1.621), epsilon (B.1.427 a B.1.429), zeta (B.1.1.28.2), eta (B.1.525), iota (B.1.526),
theta (P.3), kappa (B.1.617.1) a nové varianty stale vznikaji (Hillary er Ceasar, 2023; Xie
etal.,2021).



3.3 RozliSeni variant SARS-CoV-2

Rozdilné sekvencni varianty viru SARS-CoV-2 maji vliv na virulenci, antigenicitu, rychlost
Sifeni, ucinnost vakcinace a ucinnost 1écby neutralizacnimi protilatkami. Pro sledovani
aktualniho stavu, dynamiky evoluce viru, vytvareni pfedpovédi Sifeni viru v populaci je

dulezité uréeni sekvenc¢nich variant SARS-CoV-2.

Pristupy pro genotypizaci SARS-CoV-2 jsou dva: sekvenovani nebo cilené testovani

pro identifikaci vybranych variant SARS-CoV-2.
3.3.1 Sekvenovani

Celogenomové sekvenovani (WGS, Whole Genome Sequencing) genomu SARS-CoV-2
predevsim technologiemi sekvenovani nové generace (NGS, Next Generation Sequencing)
je zakladem pro monitorovani, identifikaci novych variant a provadéni fylogenetickych
studii. WGS bylo také zasadni pro prvni identifikaci a charakterizaci molekularni struktury
SARS-CoV-2 a spolu s elektronovou mikroskopii a virovymi kulturami umoznilo hlubsi
pochopeni struktury viru a jeho mechanismt. Tyto znalosti daly zaklad pro vyvoj cileného

testovani, diagnostickych metod a terapeutickych strategii (Falzone et al., 2021).

Pro prvotni sekvenovani genomu SARS-CoV-2 byl vyuzit pfistup metagenomicky, ktery
umoziuje ziskat uplny genom bez predchozi znalosti sekvence. Sdilenim ziskanych
genomovych sekvenci se mohly rozvijet dalsi metody WGS s cilenym pfistupem,
tj. zalozené na amplikonu. Ziskané genomové sekvence totiz umoznily navrh primeru, které
amplifikuji oblasti o délce 400 az 2500 part bazi. Amplikony se piekryvaji a mohou pokryt
celou sekvenci genomu. Cilené sekvenovani je méné nakladné, umoziuje soucasné
zpracovani vice vzorkt pro jednotlivé béhy, ¢imz je efektivn€jsi z hlediska Casové a financni
nakladnosti. Pro WGS byly vyvinuty rizné protokoly, které vyuzivaly riznych platforem,
ale predevsim se jednalo o Ion Torrent, Oxford Nanopore Technologies a Illumina (Berno

et al., 2022; Capobianchi et al., 2020; Wu et al., 2020).

Jedna z nejrozsifengjSich sad primerd, vyuzivanych pro cilené sekvenovani,
je od spolecnosti ARTIC Network. Protokol ARTIC byl poprvé uvolnén pro vefejnost
v lednu 2020 a od té doby byl nékolikrat aktualizovan. Protokol ARTIC, stejné jako ostatni
metody sekvenovani zalozené na amplikonu, vyuzivaji pro navrzeni a implementaci
specifickych primerti metody polymerazové fetézové reakce s reverzni transkripci v realném

case (RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction) (Lambisia et al., 2022).

Pro diagnostické ucely je WGS nevhodné kvuli vysokym nakladim na analyzu, drahym
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technologiim, potiebé vysoce kvalifikovaného personalu a Casové naroCnosti. Z téchto
divodu byla snaha o rozvoj dalSich metod, a to nejen pro diagnostické ucely, ale také
pro rychlejsi genotypizaci SARS-CoV-2, které by lépe umoziiovaly sledovani novych

variant v populaci (Berno et al., 2022).

3.3.2 Cilené testovani pro detekci vybranych variant SARS-CoV-2

o, e

¢i konkrétni mutace SARS-CoV-2. Metody s cilenym testovanim jsou omezeny poctem
variant, které umoziuje metoda testovat, ale nabizi rychlejsi vysledek, niz§i naklady a vyssi

flexibilitu v personalnim a technologickém vybaveni laboratofi.

Vétsina metod pro cilenou detekci variant SARS-CoV-2 je zalozena na technikach
amplifikace nukleovych kyselin, které¢ jsou schopny generovat vysledky v fadu hodin.
Omezeni téchto metod je dano piedevsim pozadavky na design potfebnych primert a sond,
dale také poctem fluorofort s nepiekryvajicimi se spektry a poCtem fluorescencnich kanala
v termocykléru. Tyto metody se zaméfuji predevS§im na testovani mutaci — bodovych
polymorfismia (SNP, Single-Nucleotide Polymorphism) zejména v genu pro S protein, ale
také v oblastt ORFlab (RdRP) ¢i v genech pro proteiny N a E (Colosimo et al., 2022;
Specchiarello et al., 2023; Vanoni et al., 2022).

Komercné dostupné metody pro identifikaci variant SARS-CoV-2

Rychlou metodou pro identifikaci variant SARS-Cov-2 je ,Simplexa® SARS-CoV-2
Variants Direct” od spole¢nosti Diasorin Molecular. Tato metoda vyuziva k urCeni varianty
SARS-CoV-2 detekci mutaci v S proteinu: 501Y, E484A, E484K, E484Q, L452R a F486V
a koexistenci mutaci G496S, Q498R a Y505H, které jsou spojeny s piitomnosti variant: alfa,
beta, gamma, delta, epsilon, eta, iota, kappa a omicron. K provedeni jsou potfeba vzorky
z nasofaryngealnich a nosnich vytéri bez predchozi extrakce RNA. Metoda vyuziva
RT-PCR v redlném Case, amplikony jsou detekovany specifickymi fluorescencnimi sondami
(kanaly 520, 560, 610) a analyzou kfivky tani je urCena varianta SARS-CoV-2.
Pro provedeni tohoto testu je potfeba pristroj LIAISON MDX s doprovodnym softwarem.
Vysledky testu jsou znamy do dvou hodin (Eptaminitaki ez al., 2023).

Dal§i metodou je ,,COVID-19 Variant Catcher” a jeho aktualizovana verze ,,COVID-19
Ultra Variant Catcher” od spolecnosti Clonit. Tento test ma certifikaci CE-IVD (European
In-Vitro Diagnostic Devices Directive, tj. vyrobek wvyhovujici evropské smérnici

o diagnostickych zafizenich in vitro (IVDD 98/79/EC) s moznosti legalni komercializace
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v EU). Jedna se o kvalitativni test zalozeny na RT-PCR v realném case. ,,COVID-19 Variant
Catcher umoziiuje identifikaci mutace genu S HV 69-70del, E484K a N501Y pro rozliSeni
variant SARS-CoV-2 alfa, beta, gamma. Verze ,,COVID-19 Ultra Variant Catcher*
umoziuje rozliSeni mutaci L452R, E484K, E484Q a N501Y a rozliSuje kromé variant alfa,
beta, gamma, také varianty delta a kappa. Nevyhodou je nutnost pouziti jiz extrahované
RNA ze vzork testovanych jako pozitivni na virus SARS-CoV-2 (COVID-19 Ultra Variant
Catcher CE IVD — navod k pouziti; COVID-19 Variant Catcher CE IVD — navod k pouziti).

Spolecnost Seegene Technologies vyvinula sérii testd ,,Novaplex SARS-CoV-2 Variants*
k detekci znamych variant SARS-CoV-2. Tento test vyuziva multiplexni RT-PCR k detekci
mutaci genu pro S protein a soucCasné potvrzuje pritomnost SARS-CoV-2 detekci genu
pro RdRp. Jednotlivé varianty testu jsou schopny detekovat tyto mutace: 69—-70del, E484K,
N501Y (variantaI); L452R, W152C, K417T a K417N (varianta II); L452R, P681R a K417N
(varianta IV); L452Q, F490S, P681R a L452R (varianta V), 1.452Q, F4508S, a R3 69-70del,
E484A, N501Y (varianta VII). Na zakladé téchto mutaci mohou testy rozliSovat varianty
alfa, beta, gamma, delta, epsilon a varianta VII rozliSuje také omikron (BA.1, BA.2). Systém
umoziuje automatickou extrakci (nutnost pouziti pfistroje STARIet od Seegene),
pro RT-PCR v redlném case je potieba termocyklér CRX96 Dx a software Seegene Viewer
pro automatizovanou interpretaci. Tento test neni zalozen na analyze kfivky tani, ale vyuziva
technologii MuDT™, ktera umoziuje detekci vice cili s individualnimi hodnotami cyklu
PCR, ve kterém byl detekovan narast fluorescence nad pozadim pfirozené fluorescence
(Ct, threshold cycle). Technologie MuDT™ vyyuziva zmény fluorescencnich signala
mezi dvéma riznymi teplotami detekce a poskytuje ,skuteCnou“ hodnotu Ct.
MuDT™ umoziiuje genotypizaci ¢ty SNP cila v jedné zkumavce (Nielsen et al., 2022;

Specchiarello et al., 2023).

Jednim z prvnich komercéné dostupnych testd pro kvalitativni detekci SARS-CoV-2
ve vzorcich hornich cest dychacich byl , TagPath™ COVID-19 CE-IVD RT-PCR Kit*
od spolecnosti ThermoFisher Scientific. Jednad se o multiplexni RT-PCR test zalozeny
na tfech sadach primert a sond specifickych pro ORFlab, N gen a S gen SARS-CoV-2.
Tento test byl vyvinut pro rychlou diagnostiku onemocnéni COVID-19, ale byl vyuzit jako
rychla metoda pro screening na varianty alfa a omikron (BA.1). Sdilena mutace 69-70del
u varianty alfa a omikron zptsobuje selhani detekce cile genu S v testu. Pokud ve vzorku
doslo k detekci amplikonu pro ORF1ab a N protein, ale v disledku mutace 69-70del nedoslo

k amplifikaci u genu pro S protein, tak se tato kombinace vysledkd nazyva selhani cile
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S genu (SGTF; S gene target failure) a znamena to, ze vzorek obsahuje variantu
SARS-CoV-2 alfa & omikron (Colosimo et al., 2022; Specchiarello et al., 2023; TagPath™
COVID-19 CE-IVD RT-PCR Kit — navod k pouziti).

DalSi metody pro identifikaci variant SARS-CoV-2

Pro identifikaci variant SARS-CoV-2 bylo vyvinuto mnoho dalSich nekomerénich metod.
Nekteré z téchto metod jsou zaméfeny pouze na detekci konkrétni zdjmové mutace, ktera je
charakteristickd pro urCitou variantu, jiné metody umoziiuji genotypizaci vice variant

SARS-CoV-2 najednou.

Barua et al. (2022) vyvinuli metodu pro detekci v§ech kmeni SARS-CoV-2 a souc¢asnou
identifikaci varianty delta. K tomuto ucelu vyuzili sondy pro fluorescencni rezonancni
prenos energie (FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer) s RT-PCR k identifikaci
mutace T478K typické pro variantu delta. Vyhodou této metody je moznost jejiho provedeni

vSemi hlavnimi zna¢kami termocykléra.

Multiplexni RT-PCR v redlném case, ktera svymi specifickymi primery a sondami detekuje
9 mutaci v oblasti genu pro RBD S proteinu — 69-70del, K417T, K417N, L452R, E484K,
E484Q, N501Y, P681H a P681R, navrhl Chung et al. Tato metoda umoziiuje detekci variant
alfa, beta, gamma, delta a ¢tyt omikronovych mutaci na S proteinu (HV 69-70del, K417N,
N501Y, P681H). Metoda byla poskytnuta Siroké vetejnosti a bylo tedy mozné jeji rychlé

nasazeni v laboratofich (Chung et al., 2022).

Vzhledem k stale nové vznikajicim variantim SARS-CoV-2 vyzaduje vétSina metod
neustalé prizpisobovani, aby mohly byt ucinné i pii detekci novych variant. Clark et al.
predstavili metodu pro ur€eni varianty SARS-CoV-2 na zéklad€é analyzy multiplexnich
fragmentd s rozdilnou velikosti a rozdilnou fluorescen¢ni znackou. Zaméfili se na osm
castych mutacnich mist SARS-CoV-2. Metoda vykazovala podobnou presnost jako WGS,
navic je adaptibilni a rychla (2022).

Omezeni v multiplexovani, z divodu omezeného poctu fluoroforti s neprekryvajicimi
se spektry u vSech metod zalozenych na RT-PCR, piekonava platforma vyvinuta Zhao et. al
(2023), ktera kombinuje 17-plexni testy s hmotnostni spektrometrii s matrici asistovanou
laserovou desorpci/ionizaci a analyzatorem doby letu (MALDI-TOF, Matrix Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight). Protoze metody zalozené na RT-PCR v kombinaci
s hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF piekonavaji také riziko vypadku cile a falesné

negativnich vysledkt kvili neshodam vazebného mista primeru/sondy, rozvijelo tuto
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metodu vice vyzkumnych skupin. Platforma Zhao et. al umoziiuje zacileni 14 raznych
mutacnich mist v genu pro S protein, dale se zaméfuje na gen pro N protein, RdARp a gen
ribonukleazy P (vnitini kontrola k ovéfeni pfitomnosti nukleovych kyselin). Touto metodou

je mozno rozlisit varianty delta a omikron (BA.1, BA.2, BA.S).

Dalsi platformy pro diagnostiku a sledovani variant SARS-CoV-2 vyuzivaji technologii
CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), ktera mimo jiné
poskytuje moznost sekvencné specifické analyzy nukleovych kyselin a v poslednich letech
byla §iroce pouzivana pii detekci patogenu. Platforma Welch er. al (2022) kombinuje
diagnostiku na bazi CRISPR a mikrofluidiku. Umoziuje rozliSeni nebo detekci 26 mutaci

v genu pro S protein a rozliSeni mezi variantami alfa, beta, gamma, delta, epsilon a omikron.

3.4 LATE-PCR s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off

Metoda LATE-PCR se sadami lights-on/lights-off sond, které hybridizuji se svymi cilovymi
jednovlaknovymi sekvencemi v Sirokém teplotnim rozsahu, se vyuziva pro detekci mutaci
v ramci stovek nukleotidi. Sady sond s riznymi fluorescen¢nimi barvami se daji v ramci

jedné zkumavky kombinovat a umoziu;ji analyzovat jesté delsi jednovlaknové cile.

LATE-PCR je pokrocCilym typem nesymetrické PCR po ucinnou produkci amplikont
jednovlaknové DNA. V LATE-PCR se vyuziva par primerti zamérn¢ navrzenych pro pouziti
v nestejnych koncentracich — jeden primer je tzv. limiting™ (limitujici) a druhy ,,excess*
(v nadbytku). Pro nejvyssi ucinnost reakce a specifity béhem exponencialni faze LATE-PCR
je nutné pfi navrhu primeri dodrZet pravidlo ohledné teploty tani (Ty) limiting primeru (T¢")
a excess primer (T¢): T& — TeX > 5 °C. Vpribéhu 30-70 teplotnich cykld je
jednovlaknovych amplikonti 10-20x vice oproti dvouvlaknovym, které jsou produkovany

jen v pocatku amplifikace do doby vycerpani limiting primeru.

Sondy lights-on/lights-off jsou pary hybridizacnich sond. Sondy lights-off se skladaji
z cilové vazebné sekvence, jsou kratsi nez lights-on sondy a obsahuji pouze zhéasec slouzici
k absorpci energie fluoroforu sousedni sondy lights-on pfi navazani obou sond na cilovou

sekvenci.

Kazda sonda lights-on se sklada z cilové vazebné sekvence o ~20-35 nukleotidech, které
mohou byt na koncich ohranieny 1-2 nukleotidy, aby se vytvarela vlasenka zavisla
na teploté a stabilizovala se interakce fluoroforu na jednom konci a zhasece na druhém konci
lights-on sondy, kdyz sonda neni navazdna na svou cilovou sekvenci. Sondy

lights-on/lights-off jsou koncipovany tak, aby pokryly cilovou sekvenci amplikonu.
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Pti hybridizaci na cilovou sekvenci jsou fluorofor a zhasec na lights-on sond¢ od sebe pevné
oddéleny a fluorofor miize emitovat signal siln€jsi nez v roztoku. Vazba lights-off sondy
se zhaseCem na cilovou sekvenci v bezprostiedni blizkosti fluoroforu navazané lights-on

sondy vypne fluorescenci této lights-on sondy.

Hlavni vyhodou této metody je, ze sondy lights-on/lights-off nehybridizuji pouze
se 100% kompatibilni cilovou sekvenci, ale sondy jsou tolerantni k chybnému parovani.
Pritomnost, byt jedné mutace v cilové sekvenci, ovlivni teplotu hybridizace sondy,
coz se projevi ve vysledném fluorescencnim vzorci, kfivce, obryse. Fluorescencni obrys
je kombinaci signalu vSech sond pfi kontinualnim méteni fluorescence na konci LATE-
PCR, kdyz teplota klesne a opét se pomalu zvySuje. Porovnanim ziskaného fluorescen¢niho

obrysu se znamymi obrysy muzeme identifikovat variantu pfitomnou ve vzorku.

Tato metoda umoziuje spolehlivou a robustni detekci mutaci v cilovém amplikonu
bez otevieni zkumavky a pouziti sekvenovani. Diky tomu byla jiz UspéS$né vyuzita
pro testovani citlivosti na pyrazinamid u ¢lovéka, detekci patogenti spojenych se sepsi,
identifikaci druhd ryb pomoci tzv. ¢arového kodovani a dalsich aplikacich (Carver-Brown
et al., 2012; Naaum et al., 2021; Pierce et al., 2005; Rice et al., 2012; Sirianni et al., 2016;
Tetrault et al., 2014; Whitfield et al., 2020).

Metoda LATE-PCR s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off ma potencial odhalit
vSechny mutace, které se vyskytuji v regionu vyhrazeném primery zleva a zprava. Stejné
jako byla vyuzita u jinych organismu pro jejich identifikaci, ¢i pro rozliSeni mutaci v riznych
genech na zakladé srovnani specifické kfivky tani s databankou kfivek tani jednotlivych
druhtl organismu ¢i variant genu, mohla by byt uplatnéna pfi rozliSovani mutaci v genomu
SARS-CoV-2 a potazmo variant SARS-CoV-2. Vyhodnou zajmovou oblasti pro urceni
mutaci typickych pro konkrétni varianty SARS-CoV-2 by byla oblast genu pro S protein,
konkrétné S1 podjednotku, ktera obsahuje oblast kodujici RBD zodpovidajici za rozpoznani

receptoru ACE2 hostitelskych bunék a podléhajici Casté mutaci.
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

K testovani lights-on/lights-off sond byla pouzita RNA SARS-CoV-2 izolovana z pozitivné
testovanych pacientskych vzorkti na virus SARS-CoV-2. Vzorky pochazeji od pacientt
Fakultni nemocnice v Olomouci. Vzorky RNA byly dfive urfeny sekvenovanim
a odpovidaly varianté SARS-CoV-2 delta (B.1.617.2) a jejim podvariantam (AY.7.1, AY 4,
AY.43, AY.46.6, AY.121, AY.122, AY.127). Do doby analyzy byly vzorky uchovéavany
pti teploté -80 °C.

Dale byly pro testovani lights-on/lights-off sond vyuzity syntetické standardy — DNA

fragmenty, vytvorené podle znamé sekvence viru.

Pro testovani prvni sady primert a sond byl vyuzit DNA fragment genu pro S1 protein
u primarniho  SARS-CoV-2 slokalnim oznacenim 2512 (Invitrogen, 3170199), DNA
fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2 s mutaci odpovidajici C23604G v genomu
SARS-CoV-2 slokalnim ozna¢enim 2513 (Invitrogen, 3170200); DNA fragment genu
pro S1 protein SARS-CoV-2 s mutacemi odpovidajicimi C23604G a C23557T v genomu
SARS-CoV-2 s lokalnim oznacenim 3081 (Invitrogen. 90-992724233).

Pro testovani druhé sady primert a sond byly vyuzity standardy: DNA fragment genu
pro S1 protein u primarniho SARS-CoV-2 s lokalnim oznaCenim 2440 (Invitrogen,
3110590); DNA fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2 sosmi SNP
oproti 2440 s lokalnim oznacenim 2441 (Invitrogen, 3110591).

Sekvence pouzitych syntetickych standardii jsou uvedeny v prilohach (viz Ptiloha 1).

4.2 Pouzité chemikalie

o Low-EDTA TE pufr (Affymetrix, 902979)

o TaqPath™ 1-Step RT-qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, A15300)
o Primer 2549 (IDT, 230378821)

o Primer 2550 (IDT, 230378822)

o Primer 2538 (IDT, 230378810)

o Primer 2539 (IDT, 230378811)

o Primer 2506 (Generi Biotech, 2165EQ)

o Sonda 2540 (IDT, 230378812)

o Sonda 2541 (IDT, 230378813)
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o

o

Sonda 2542 (IDT, 230378814)
Sonda 2543 (IDT, 230378815)
Sonda 2544 (IDT, 230378816)
Sonda 2545 (IDT, 230378817)
Sonda 2546 (IDT, 230378818)
Sonda 2547 (IDT, 230378819)
Sonda 2551 (IDT, 230378823)
Sonda 2552 (IDT, 230378824)
Sonda 2554 (IDT, 230378825)
Sonda 2555 (IDT, 230378826)
Sonda 2556 (IDT, 230378827)
Sonda 2557 (IDT, 230378828)
Sonda 2558 (IDT, 230378829)
Sonda 2559 (IDT, 230378830)
EvaGreen (LabMark, Biot31000)
depcH20

Sekvence pouzitych primera a sond jsou uvedeny v piilohach (viz Piiloha 2 a 3).

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

o

Laminarni box Mars Safety Classe 2 (LaboGene)

Centrifuga/vortex Combi-Spin (Biosan)

Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

Centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendortf)

Mrazak a chladnicka (Gorenje)

Termocyklér LightCycler® 480 Instrument II (Roche Diagnostics)
Hlubokomrazici box (New Brunswick)

Termocyklér Real-Time PCR Detection System CFX96 C1000 Touch (Bio-Rad)
Software Bio-Rad CFX Manager

Software Precision Melt Analysis (Bio-Rad)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Navrh primeru a sondy

Navrh primerd vhodnych k provedeni LATE-PCR a lights-on/lights-off sond pro detekci
mutaci v regionu vyhrazeném primery zleva a zprava vychazel z doporuceni a informaci
uvedenych v publikacich od Carver-Brown et al. (2012), Naaum et al. (2021), Pierce et al.
(2005), Rice et al. (2012), Sirianni et al. (2016), Tetrault er al. (2014), ale finalni navrh
lights-on/lights-oftf sond vychazel predev§im z publikace od Whitfield er al. (2020).

Ke kontrole navrzenych primera z hlediska tvorby primerovych dimert byl pouzit software

PrimerDimer (dostupny na: http://www.primer-dimer.com/). Pro kontrolu spravné pozice

primerd v ramci S1 RNA byl prof. Mgr. Jifim Drabkem, Ph.D. pouzit software Sequence

Extractor (dostupny na: https://www.bioinformatics.org/seqext/).

Vyjimkou byl primer 2506, ktery byl navrzen PhD. studentem Rakeshem Rao.
4.4.2 Ovéreni funkénosti primeru pomoci PCR v realném case

K ovéfeni funkénosti primerovych part pomoci PCR v realném case byla testovana jejich
schopnost amplifikace syntetickych standardd 2512 a 2513 s primery 2549 a 2550;
pro amplifikaci standardd 2440 a 2441 byla pouzita kombinace primera 2538 a 2539
a kombinace primeri 25060 a 2539. Byla pfipravena reak¢ni smés, ktera obsahovala
TaqPath™ 1-Step RT-qPCR Master Mix (dale jen TagPath MM), forward a reverse primer,
fluorescencni barvivo EvaGreen, depcH2O a odpovidajici synteticky standard. PCR
v realném Case probihala v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad) dle reakcniho protokolu

(viz Tabulka €. 1).
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Tabulka 1: Reakcni protokol pro ovéreni funkénosti primert pii PCR v realném case.

v

Krok PCR reakce Pocet cyklu Teplota Cas
RT inkubace 1 50°C 15 min
Aktivace polymerazy a inaktivace

reverzni transkriptazy : »C 2 min
Denaturace 95°C 3 sekundy
Nasednuti primert 48 55°C 30 sekund
Syntéza DNA 72 °C 5 sekund
Pfiprava na analyzu 25°C 60 sekund

Melting analyza 60 °C-90 °C 30 min

4.4.3 Optimalizace koncentraci lights-on/lights-off sond v reakci

K optimalizaci koncentraci lights-on/lights-off sond v reakci byly testovany dvé rozdilné

koncentrace lights-on a lights-off sond. Byla pfipravena smés lights-on sond (2552, 2554,

2556, 2558), tj. sond s fluorescencnim barvivem a zhaSeCem, s oznacenim PM686

a lights-off sond (2551, 2553, 2555, 2557, 2559), tj. sond pouze se zhaseCem, s oznacenim

PM687 pro detekci a rozliSeni mutace u amplikonu syntetickych standarda 2512 a 2513.
Obdobn¢ byla ptipravena smes lights-on sond (2541, 2543, 2545, 2547) s ozna¢enim PM688
a lights-off sond (2540, 2542, 2544, 2546, 2548) s ozna¢enim PM689 pro detekci a rozliseni

mutaci u amplikonu syntetickych standard( 2440 a 2441. Byly testovany dvé rozdilné

koncentrace sond v reak¢éni smési (viz Tabulka €. 2) s odpovidajicimi standardy a primery.
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Tabulka 2: Rozdilna koncentrace lights-on a lights-off sond v testu pro optimalizaci jejich

koncentraci v reakéni smési.

Koncentrace
Sondy [umol/1]
Varianta 1  Varianta 2
Lights-on 0,5 1,5
Lights-off 1,5 0,5

PCR v realném Case probihala v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad) u prvni sady primert
a sond, pro druhou sadu sond a primert byl vyuzit termocyklér LightCycler® 480 Instrument
IT (Roche Diagnostics). PCR v realném case probehla dle reakéniho protokolu (viz Tabulka
¢. 3). Fluorescence byla méfena v kanalech FAM, Cy5 a Tex 615. Vhodny kanal pro méteni
fluorescence u fluorescencniho barviva Cy3 vazaného na lights-on sondy 2543 a 2547 neni
v pouzivaném termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad) k dispozici, takze tyto sondy nebyly
nijak zahruty pifi vyhodnoceni experimentu. Hodnoceni experimentu bylo provedeno

posouzenim jednotlivych kiivek tani po melting analyze.

Tabulka 3: Reak¢ni protokol pro optimalizaci koncentraci lights-on a lights-off sond

v reakéni smési.

v

Kroky PCR reakce Pocet cyklu Teplota Cas
RT inkubace 1 50°C 15 min
Aktivace polymerazy a inaktivace

reverzni transkriptazy : »C 2 min
Denaturace 95°C 3 sekundy
Nasednuti primert 45 55°C 30 sekund
Syntéza DNA 72 °C 5 sekund
Pfiprava na analyzu 25°C 60 sekund

Melting analyza 40 °C-90 °C 30 min
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4.4.4 Ovéreni specifity signalu lights-on/lights-off sond pri hybridizaci na rozdilné
syntetické standardy pri LATE-PCR

Pti ovéfeni specifity signalu lights-on/lights-off sond pfi hybridizaci na rozdilné syntetické
standardy byla pouzita metoda LATE-PCR, ktera generuje velké mnozstvi kopii jednoho
cilového fetézce genu S1 SARS-CoV-2, na ktery poté snadno hybridizuji lights-on/lights-off
sondy. LATE-PCR je nesymetrickd PCR, pii které se vyuzivaji rozdilné koncentrace.
limiting primeru 2549 (0,2 umol/l) a excess primeru 2550 (1,0 umol/l), aby se generoval
v nadbytku jeden fetézec amplikonu. Byla pfipravena reakéni smeés, viz Tabulka &. 4.
Do reakéni smési byly pfidany syntetické standardy fragmentu genu pro S1 protein SARS.
CoV-2 s lokalnim oznacenim 2512, 2513 a 3081. Synteticky standard SARS-CoV-2 2512
obsahuje asi 3,0 - 10%* molekul v 1 pl; standard 2513 obsahuje asi 1,7 - 10* molekul
v 1 pl a standard 3081 obsahuje 2,0 -+ 10* molekul v 1 ul. LATE-PCR bézela dle protokolu
v Tabulce ¢.3 (viz kapitola 4.4.3) v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad). Fluorescen¢ni
signal sond znaenych fluorescencnimi barvivy FAM a Cy5 byl méfen v kanalech
Cy5aFAM, ale vyhodnoceni probéhlo na =zakladé signalu, které davaly sondy

s fluorescencni barvivem Cy5 v kanalu CyS5.

Tabulka 4: Reak¢ni smés na jednu reakci pro ovéreni specifity signalu lights-on/lights-off

sond pfi hybridizaci na rozdilné syntetické standardy pii LATE-PCR.

Sloska Zasobni Finalni Objem
koncentrace koncentrace mi
depcH20 11,4
TaqPath MM 4x Ix 5,0
Primer 2550 100 pmol/l 1 umol/l 0,2
Primer 2549 10 umol/1 0,2 umol/l 0,4
Lights-on PM686 2 umol/l 0,15 pmol/l 1,5
Lights-off PM687 2 umol/l 0,05 pmol/l 0,5
Synteticky standard SARS-CoV-2 20x Ix 1,0
Celkovy objem 20,0
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4.4.5 Ovéreni reprodukovatelnosti a opakovatelnosti profili ziskanych krivek tani
pri hybridizaci lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2
pri LATE-PCR

Pro oveéfeni reprodukovatelnosti a opakovatelnosti profili ziskanych kiivek tani
pii hybridizaci lights-on/lights-off sond pifi LATE-PCR byly pouzity syntetické standardy
fragmentu genu S1 SARS-CoV-2 slokdlnim oznaCenim 2512 a 3081. Pii ovéfeni
opakovatelnosti byl experiment proveden v osmi opakovanich. Pro oveéfeni
reprodukovatelnosti byl experiment proveden v duplikatech ¢i triplikatech ve tfech riznych
dnech. Reak¢ni smési byly pfipraveny podle Tabulky ¢. 4 (viz kapitola 4.4.4) a reakce bézela
dle protokolu v Tabulce ¢.3 (viz kapitola 4.4.3) v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad).

Fluorescence byla méfena v kanalech Cy5 a FAM.
4.4.6 Test citlivosti pri rozliSeni varianty SARS-CoV-2 ve smési

Pro test citlivosti pfi rozliSeni varianty SARS-CoV-2 ve smési byly pouzity syntetické
standardy fragmentu genu S1 SARS-CoV-2 s lokdlnim ozna¢enim 2513 a 3081, které
se vzajemné odlisuji jednou bodovou mutaci, ktera je rozpoznavana hybridizaci lights-on
sondy 2552 (viz Obrazek ¢.1 a Tabulka €. 5). Multiple sequence alignment byl proveden
pomoci softwaru T-COFFEE Multiple Sequence Alignment Server (dostupny

na: https://tcoffee.crg.eu/)
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https://tcoffee.crg.eu/

2512 :CACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGG
2513:CACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGG
3081 :CACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGG!

OFF3 ON3

2512:
2513:
3081:

TAATAACTCTATTGCCATACCCAC
TAATAACTCTATTGCCATACCCAC
TAATAACTCTATTGCCATACCCAC

C23604G (P681R)

Obrazek 1: Multiple sequence alignment amplifikované oblasti syntetickych standardi 2512, 2513 a 3081 s vyznaCenymi oblastmi, na které
hybridizuji ptislusné lights-on/lights-off sondy.

Upfestiujici popis lights-on/lights-off sond oznacenych v obrazku zkratkami OFFx a ONx je v Tabulce €. 5.
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Tabulka 5: Nukleotidové sekvence a znaCeni lights-on/lights-off sond — 1. sada.

Sonda Lokl > Sekvence 5'— 3’ >
oznaceni modifikace modifikace

Off 1 2551 TGAACATGTCAACAACa BHQ2
On 1 2552 Cy5s aaTCATATGAGTGTGACATACCCATT BHQ2
Off 2 2553 atGGTGCAGGTATAT BHQI1
On 2 2554 FAM aGCGCTAGTTATCAGACTCAGACt BHQI
Off 3 2555 TAATTCTCCTCGGCta BHQ2
On 3 2556 Cy5s ttGGGCACGTAGTGTAGCTAGTCAA BHQ2
Off 4 2557 gTCCATCATTGCCTAC BHQI1
On 4 2558 FAM aACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATT BHQI1
Off 5 2559 atCAGTTGCTTACTat BHQI1

Mala pismena u sekvenci oznacuji nukleotidové neshody s cilovymi sekvencemi.

Reakeni smési byly ptipraveny podle Tabulky €. 4 (viz kapitola 4.4.4), ale misto 1 pul jednoho

syntetického standardu SARS-CoV-2 byly do reakcni smési pridany syntetické standardy
2513 a 3081 v rozdilnych pomérech (viz Tabulka ¢. 6). Syntetické standardy SARS-CoV-2
obsahuji rizny pocet molekul v 1 pl (synteticky standard SARS-CoV-2 2513 obsahuje

asi 16,7 - 10° molekul v 1 pl a standard 3081 obsahuje 20 - 103 molekul v 1 ul), po¢et molekul

pfidanych do reakce je uveden v Tabulce ¢. 6. Rozdilné mnozstvi standarda v 1 pl nebylo

zamérné, ale doslo k nému pfi pfipravé pracovnich roztoku fedénim zasobnich roztokua

o vysokych koncentracich standardu.
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Tabulka 6: Pocet molekul syntetickych standardd SARS-CoV-2 2513 a 3081 pridanych

do reakce pfi pfidavani standardt do reakce v rozdilnych pomeérech.

Pocet molekul Pocet molekul

Pomér standard(i 3081:2513 v 1 pl
standardu 3081 standardu 2513

pfidaném do reakce

v reakci v reakci
1:0 2-10* -
4:5 8-10° 1,0-10*
1:2 6-10° 1,2-10*
5:13 5-10° 1,3 - 10*
0:1 - 1,7-10*

LATE-PCR bézela dle protokolu v Tabulce ¢.3 (viz kapitola 4.4.3) v termocykléru CFX96
Touch (Bio-Rad). Vyhodnoceni testu prob&hlo na zaklade fluorescencniho signalu z kanalu

Cys.
4.4.7 Test analyzovatelného limitu vstupni nukleové kyseliny (DNA standardu)

Pro testovani analyzovatelného limitu vstupni DNA byl pouzit synteticky standard
SARS-CoV-2 3081 (obsahuje 2,0 - 10* molekul v 1 ul). Byla pfipravena diluéni fada
v depcH20 o 10x fedéni (viz Tabulka ¢.7). PCR reakcni smés byla pfipravena dle Tabulky
¢.8. Do PCR reak¢ni smési bylo pipetovano po 1 pl dilucni fady syntetického standardu.
Casovy a teplotni prabéh LATE-PCR je uveden v Tabulce &3 (viz kapitola 4.4.3).

Vyhodnoceni probéhlo na zakladé€ fluorescencniho signalu z kanalu Cy5.
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Tabulka 7: Pocet molekul syntetického standardu SARS-CoV-2 3081 v 1 pl, ktery

se pridava do reakce; 10x fedéni.

Pocet molekul

Redéni
standardu v 1 pl
1 20000
10! 2000
102 200
107 20
10* 2

Tabulka 8: Slozeni reak¢ni smési pro jednu reakci LATE-PCR a melting analyzu.

Zasobni Finalni Objem
Slozka

koncentrace koncentrace mi
depcH20 11,4
TagPath MM 4x 1x 5,0
Primer 2550 100 pmol/l 1 umol/l 0,2
Primer 2549 10 umol/1 0,2 umol/l 0,4
Lights-on PM686 2 umol/l 0,15 pmol/l 1,5
Lights-off PM687 2 umol/l 0,05 pmol/l 0,5
Celkovy objem 19,0

4.4.8 Test rozliSeni variant SARS-CoV-2 v realnych vzorcich metodou RT-LATE-PCR
s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off

Test rozliSeni variant SARS-CoV-2 pii amplifikaci RNA 2z96 realnych vzorka
SARS-CoV-2 byl proveden metodou RT-LATE-PCR s hybridizaci se sondami
lights-on/lights-off (s lokalnim oznacenim 2551-2559).

Byla pfipravena reakéni smés podle Tabulky ¢. 9. Reakéni smés byla rozpipetovana
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do 96jamkové desticky po 11,5 ul. Nasledné byl do kazdé jamky pfidan 1 pl vzorku RNA.

Tabulka 9: SloZeni reak¢ni smési pro RT-LATE-PCR s hybridizaci se sondami lights.
on/lights-off pro 96 vzorkd.

Zasobni Finalni Objem
Slozka
koncentrace koncentrace mi
depcH20 779,4
TagPath MM 4x 1x 300,0
Primer 2550 100 pmol/l 1 umol/l 12,0
Primer 2549 100 pmol/l 0,2 umol/l 24
Lights-on PM686 25 umol/l 0,15 pmol/l 7,2
Lights-off PM687 20 umol/l 0,05 pmol/l 3.0
Celkovy objem 1104,0

RT-LATE-PCR bézela dle reakéniho protokolu v Tabulce €3 (viz kapitola 4.4.3)
v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad). Fluorescence byla méfena v kanalech Cy5 a FAM,
ale vyhodnoceni prob&hlo na zaklad¢ fluorescencniho signéalu z kanalu Cy5 pomoci softwaru
Precision Melt Analysis (BioRad). Kvuli vétSimu souboru dat byly vzorky porovnavany

na zakladé , Difference Curve® (kfivka rozdilu) a ne na zakladé kiivek tani jako u predeslych

experimentu.
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S Vysledky

5.1 Navrh primeru a sond

Byly navrzeny dvé sady primer( a lights-on/lights-off sond pro amplifikaci pfi reakci
RT-LATE-PCR a detekci mutaci v ramci amplikont syntetickych standardi — prvni sada
primertd a sond 2512 a 2513 a druha sada primert a sond 2440 a 2441. Navrh primert a sond
se ridil predev§im pfikladem z publikace Tetrault et al. (2014). Navrhy byly upravovany tak,

aby pfi kontrole pomoci softwaru PrimerDimer nebyly hlaseny problémy s dimerizaci.

5.2 Ovéreni funkcnosti primera pomoci PCR v realném case

Pti ovérovani funkCnosti primert pomoci PCR v realném case byly amplifikované produkty

detekovany pomoci interkalacniho fluorescenéniho barviva EvaGreen.

Doslo k amplifikaci syntetickych standardd u vSech primerovych pard. Na Grafu ¢.1 lze
vidét, ze amplifikacni kiivky standardd SARS-CoV-2 2512 a 2513 maji sigmoidni tvar,
zatimco u vzorku negativni/beztemplatové kontroly (NC, Negative Control) nedoslo
k amplifikaci. Pfi amplifikaci syntetického standardu 2512 primery 2549 a 2550 byla
Ct hodnota 26 a pii amplifikaci standardu 2513 stejnymi primery byla Ct hodnota 27.
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Graf 1: Amplifikacni kiivka syntetickych standardd SARS-CoV-2 2512 a 2513 a negativni
kontroly pfi pouziti kombinace primert 2549 a 2550 pii PCR v realném case.

NC: negativni kontrola

2512 a 2513: syntetické standardy SARS-CoV-2 s lokalnim oznacenim 2512 a 2513
Na zakladé tohoto vysledku byla potvrzena funkcnost navrzenych primera 2549 a 2550.

Pro ucinngjsi amplifikaci standardu SARS-CoV-2 2440 byla lepsi kombinace primert 2506
a 2539 oproti dvojici 2538 a 2539 (doSlo pii jejich k pouziti k G€inngjsi amplifikaci,
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reflektované niz§im Ct a vyssi fluorescenci v poslednim cyklu, viz Graf ¢. 2), a proto byla

kombinace primera 2506 a 2539 nasledn€ vyuzita pro dalsi testovani.
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Graf 2: Amplifikacni kiivka syntetického standardi SARS-CoV-2 2440 pfi pouziti dvojice
primerti 2506 a 2539 a dvojice 2538 a 2539 pii PCR v realném case.

NC: negativni kontrola

2506 + 2539: primery pro amplifikaci syntetickych standardia 2440 a 2441 s lokalnim oznacenim
2506 a 2539

2506 + 2539: primery pro amplifikaci syntetickych standardua 2440 a 2441 s lokalnim oznacenim
2538 a 2539

5.3 Optimalizace koncentraci lights-on/lights-off sond v reakci

Pfi hodnoceni optimalni koncentrace sond v reakéni smeési bylo, na zakladé rozdilnych
kiivek tani u totozného syntetického standardu, zjisténo, ze sada lights-on/lights-off sond
(2540-2548) se nevaze na amplikony syntetickych standard( 2440 a 2441 specificky
(viz Graf €. 3), a proto byla druha sada primera (2506 a 2539) a sond (2540-2548) z dalsiho

testovani vyfazena.
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Graf 3: Krivka tani lights-on/lights-off sond (2540-2548) o raznych koncentracich
pti hybridizaci na synteticky standard SARS-CoV-2 2441.

1, 4: lights-on sondy v koncentraci 0,15 pumol/l, lights-off sondy v koncentraci 0,05 umol/l

2, 3: lights-on sondy v koncentraci 0,05 pmol/l, lights-off sondy v koncentraci 0,15 umol/l

U prvni sady lights-on/lights-off sond (2251-2559) se problém se specifitou neobjevil
a srovnanim kiivek tani s rozdilnymi koncentracemi lights-on a lights-off sond bylo urceno,
ze lep§i signal poskytuji sondy lights-on PM686 v koncentraci 0,15 umol/l se sondami
lights-off PM687 v koncentraci 0,05 umol/l v reakéni smési; nez sondy lights-on PM686
v koncentraci 0,05 pmol/l se sondami lights-off PM687 v koncentraci 0,15 umol/l v reak¢ni
smesi.

5.3.1 Ovéreni specifity signalu lights-on/lights-off sond pri hybridizaci na rozdilné

syntetické standardy pri LATE-PCR

K ovéteni specifity signalu lights-on/lights-oft sond pfi hybridizaci na rozdilné syntetické
standardy SARS-CoV-2 byla pouzita metoda LATE-PCR. Lights-on/lights-off sondy
hybridizovaly s amplikony syntetickych standardi fragmentu genu pro S1 protein
SARS-CoV-2 specificky a vykazovaly rozdilné profily kiivky tani pfi hybridizaci
u standardu 2512 (fragment genu pro S1 protein u primarniho SARS-CoV-2), standardu
2513 (fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2 s bodovou mutaci odpovidajici C23604G
v genomu SARS-CoV-2) a standardu 3081 (fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2
s bodovymi mutacemi odpovidajicimi C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2)
(viz Graf €. 4).
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Graf 4: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PMG687) pfi hybridizaci
na syntetické standardy SARS-CoV-2 2512, 2513 a 3081.

std2512: amplikon fragmentu genu pro S1 protein u primarniho SARS-CoV-2 s lokalnim oznaéenim
2512; v duplikatu

std2513: amplikon fragmentu genu pro S1 protein SARS-CoV-2 s bodovou mutaci odpovidajici
C23604G v genomu SARS-CoV-2 s lokalnim oznaéenim 2513; v duplikatu

std3081: amplikon fragmentu genu pro S1 protein SARS-CoV-2 s bodovou mutaci odpovidajici
C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2 s lokalnim oznacenim 3081; v triplikatu

5.3.2 Ovéreni reprodukovatelnosti a opakovatelnosti profila ziskanych krivek tani
pri hybridizaci lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2
pri LATE-PCR

Pro oveéfeni opakovatelnosti ziskanych vysledki byla provedena hybridizace
lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2 s lokalnim oznaCenim
2512 a 3081 pii LATE-PCR v osmi opakovanich. Lights-on/lights-off sondy hybridizovaly
s amplikony syntetickych standarda fragmentu genu pro S1 protein SARS-CoV-2 specificky
a vykazovaly rozdilné profily kiivky tani pfi hybridizaci u standardu 2512 (fragment genu
pro S1 protein u primarniho SARS-CoV-2) i u standardu 3081 (fragment genu pro S1 protein
SARS-CoV-2 sbodovymi mutacemi odpovidajicimi C23604G a C23557T v genomu
SARS-CoV-2). Bodové mutace se vyskytuji v oblasti amplikonu, pro kterou byly
koncipovany sondy s fluorescencnim barvou CyS5, a proto vysledky detekujeme hlavné
v tomto kanalu. V reakénich smeésich jsou také lights-on sondy znaCeny fluorescencni
barvou FAM, ale zadné bodové mutace v oblasti amplikonu, pro kterou byly koncipovany

sondy s fluorescenénim barvou FAM, se v aplikonu standardt 2512 ani 3081 nenachazi.
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Diky tomu je profil kiivek tani pfi hodnoceni signalu z kanalu FAM pro standard 2512
i 3081 totozny (viz Graf €. 5, 6).

Odlisnosti v profilech ziskanych kfivek tani pfi osmi opakovanich byly jen v ramci intenzity
fluorescencniho signalu, ale nedoslo k posunu kiivek (viz Graf €. 5, 6, 7, 8) a vysledky

muzeme tedy oznacit za opakovatelné.

-d(RFU)/T

Graf 5: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) pfi hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 3081 v osmi opakovanich, kanal FAM.
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Graf 6: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) pfi hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 2512 v osmi opakovanich, kanal FAM.
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Graf 7: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PMO687) pfi hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 2512 v osmi opakovanich, kanal CyS5.
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Graf 8: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PMO687) pfi hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 3081 v osmi opakovanich, kanal CyS5.

Pro ovéfeni reprodukovatelnosti ziskanych vysledki byla provedena hybridizace
lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2 s lokalnim oznac¢enim 2512
a 3081 pii LATE-PCR vrozmezi nékolika dni. Profily ziskanych kfivek tani
se signifikantn€ neodliSovaly (minima, stejné¢ jako maxima byla pfi jednotnych teplotach)

a vysledky jsou tudiz reprodukovatelné (viz Graf €. 9 a 10).
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Graf 9: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) ziskané pfi hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 3081 v prubehu nékolika dni (A, B, C), kanal CyS5.
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Graf 10: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) ziskané pfi hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 2512 v pribéhu nékolika dni (A, B, C), kanal Cy5.
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5.3.3 Test citlivosti pri rozliseni varianty SARS-CoV-2 ve smési

Pro test citlivosti pfi rozliSeni varianty SARS-CoV-2 ve smési byly pouzity syntetické
standardy fragmentu genu S1 SARS-CoV-2 s lokdlnim ozna¢enim 2513 a 3081, které
se vzajemné odliuji jednou bodovou mutaci C23557T. Pii hodnoceni vysledki byla
sledovana zména profilu kiivek tani ve smésnych vzorcich o rozdilnych pomérech
syntetickych standardd ve srovnani s profily kiivek tani u samostatnych standarda
SARS-CoV-2. S klesajicim zastoupenim standardu 3081 a zvySujicim se zastoupenim
standardu 2513 ve smésném vzorku se tvar kiivky tani postupné pfiblizoval tvaru kiivky tani
u samostatného standardu 2513 (viz Graf €.11, 12 a 13). Profily kiivek tani se u smé&snych
vzorku se profilem jasné odliSovaly od kiivek tani jednotlivych syntetickych standardt
i pfi smésném vzorku standardu 3081 a 2513 v poméru 5:13 (pocet molekul v reakci:

5 - 10° molekul 3081 a 1,3 - 10* molekul 2513).
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Graf 11: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) pii hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 3081 po LATE-PCR v triplikatu.
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Graf 12: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) pii hybridizaci
na synteticky standard SARS-CoV-2 2513 po LATE-PCR v duplikéatu.
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Graf 13: Kiivky tani lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) pii hybridizaci na smés
syntetickych standardd SARS-CoV-2 3081 a 2513 v riznych pomérech po LATE-PCR.

A: pom¢r standardu 3081 a 2513 pridanych do reakéni smési 4:5

B: pomér standardi 3081 a 2513 pfidanych do reakcni smési 1:2

C: pom¢r standarda 3081 a 2513 pridanych do reakéni smési 5:13
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5.3.4 Test analyzovatelného limitu vstupni nukleové kyseliny (DNA standardu)

Pfi testovani analyzovatelného limitu vstupni DNA byl pouzit synteticky standard

SARS-CoV-2 3081 (obsahuje 2,0 - 10* molekul v 1 ul) v diluéni fadé o 10x fedéni. Na grafu

¢.14 vidime, ze amplifikace byla tim Gcinngjsi, ¢im méné ziedény byl vzorek. U vzorku

s fedénim 10 k amplifikaci nedoslo viibec. V grafu &. 15 lze vidét vysledek hybridizace

lights-on/lights-off sond na amplikony syntetického standardu SARS-CoV-2 3081 fedéného

diluéni fadou. U vzorku s fedénim 10 neni specificky signal sond, protoze nedoslo

k amplifikaci a sondy nemély k dispozici amplikony pro hybridizaci. U ostatnich vzorki je
obvykly profil ziskanych kiivek tani, pfi kterych byly zmény jen v ramci intenzity

fluorescencniho signalu, ale nedoslo k posunu kiivek. Lze tedy fici, ze analyzovatelny limit

vstupni nukleové kyseliny (DNA standardu) je pii fedéni zasobniho standardu 107,

coz odpovida 20 molekulam syntetického standardi SARS-CoV-2 3081 na 1 pl.
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Graf 14: Amplifikacni kiivky diluéni fady syntetického standardu SARS-CoV-2 3081

ziskané pii LATE-PCR, fedéni 10x.
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Graf 15: Kiivky tani lights-on/lights-off sond pfi hybridizaci na amplikony syntetického
standardu SARS-CoV-2 3081 fedéného dilucni fadou, fedéni 10x.

5.3.5 Test rozliSeni variant SARS-CoV-2 v realnych vzorcich metodou RT-LATE-PCR
s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off

K ovéfeni funkCnosti systému rozliSeni variant SARS-CoV-2 pii amplifikaci RNA
SARS-CoV-2 zrealnych vzorkh metodou RT-LATE-PCR s hybridizaci se sondami
lights-on/lights-off byly pouzity vzorky odpovidajici variant¢ SARS-CoV-2 delta
(B.1.617.2) ajeji podvarianty (AY.7.1, AY.4, AY .43, AY.46.6, AY.121, AY.122, AY.127).
U téchto variant se v nami amplifikované oblasti genu pro protein S1 SARS-CoV-2 objevuje
jedina mutace C23557T piitomna u podvarianty delta AY.121. Pomoci softwaru Precision
Melt Analysis (BioRad) byla namétena fluorescence pii hybridizaci sond lights-on/lights-off
na jednovlaknovy produkt amplifikace analyzovana pomoci ,,Difference Curve®. Z analyzy
byly vyfazeny vzorky, u kterych nedoslo k amplifikaci RNA vzorku. , Difference Curve®
umoznila identifikovat a vizualizovat rozdily mezi kfivkami tani vSech vzorkid a jasné
prokazala rozdil kfivek tani u tfech vzorki RNA odpovidajicim podvarianté delta AY.121
(obsahuji mutaci C23557T) oproti vSem ostatnim amplifikovanym vzorkiim, které mutaci

neobsahovaly (viz Graf. € 16).
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Graf 16: Analyza kiivek tani lights-on/lights-off sond pfi hybridizaci na amplikony realnych
vzorkil RNA po RT-LATE-PCR pomoci Difference Curve.

AY.121: tfi vzorky SARS-CoV-2 odpovidajici podvarianté delta AY.121 (obsahuji mutaci
C23557T).

Ostatni vzorky odpovidaji varianté delta (B.1.617.2) a podvariantam delta (AY.7.1, AY.4, AY .43,
AY.46.6, AY.122, AY.127 (v zajmové oblasti nemaji Zadnou mutaci a jejich sekvence je totozna)
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6 Diskuze

Praktickym cilem diplomové prace byl navrh a otestovani lights-on/lights-off sond

testujicich vice mutaci v jediné zkumavce pomoci metody RT-LATE-PCR.

Byla ovéfovana funk¢nost prvni i druhé sady primert a specifita vazby lights-on/lights-off
sond. Prvni sada lights-on/lights-off sond (2551-2559) hybridizovala s amplikony
syntetickych standarda fragmentu genu pro S1 protein SARS CoV-2 specificky a vysledkem
byly rozdilné profily kfivky tani pfi hybridizaci u standardu 2512 (fragment genu pro S1
protein u primarntho SARS-CoV-2), standardu 2513 (fragment genu pro S1 protein
SARS-CoV-2 s bodovou mutaci odpovidajici C23604G v genomu SARS-CoV-2)
a-standardu 3081 (fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2 s bodovymi mutacemi
odpovidajicimi C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2). Bylo zji§téno, ze druhé sada
lights-on/lights-off sond (2540-2548) se nevaze na amplikony syntetickych standarda 2440
a 2441 specificky a byla z dalsiho testovani vytazena. Druh4 sada lights-on/lights-off sond
(2540-2548) nevykazovala specifickou vazbu na amplikony syntetického standardu
fragmentu genu pro S1 protein SARS-CoV-2, tudiz nemohla byt pouzita pro dalsi testovani
rozliSeni DNA fragmentu genu pro S1 protein u primarniho SARS-CoV-2 2440 od DNA
fragmentu genu pro S1 protein SARS-CoV-2 2441 s osmi bodovymi mutacemi oproti 2440.

Pfi navrhu lights-on/lights-off sond podle predlohy Whitfield er al. (2020) bylo nutné
navrhnout pary lights-on/lights-off sond, které budou hybridizovat s produkty
RT-LATE-PCR v Sirokém teplotnim rozsahu a pokryji celou cilovou sekvenci pii snizeni
teploty na konci amplifikace. U nékterych sond byla nutna uprava teploty tani sondy tim,
ze byly pfidany nukleotidové neshody s cilovymi sekvencemi. Sondy lights-on jsou kratsi
a lights-off delSi. Sondy lights-on byly oznafeny fluoroforem a zhaseCem na opacnych
koncich. Sondy lights-off obsahovaly pouze zhasec na 3' konci. Tim, ze jsou pro lights-on
sondy vyuzity dvé fluorescencni barvy detekované v rozdilnych kanalech, vysledkem jsou
dvé kfivky tani, které svym jedineCnym tvarem mohou odhalit mutace v rozdilnych
oblastech podél délky cile. Jelikoz je navrh takovychto sond komplexni zalezitosti
a pro navrh lights-on/lights-off neexistuje software, doSlo u druhé sady sond (2540-2548)
pravdépodobné k piehlédnuti nékterého zasadniho aspektu, ktery vedl k nespecifické vazbé
sond a bohuzel z praktickych divoda nebylo mozné provést redesign a nakup novych sond.
Presny davod nespecifické vazby druhé sady sond nebyl zkouman a druha sada

lights-on/lights-off sond (2540-2548) byla z dalsiho testovani vyfazena.
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Neptitomnost vhodného kanalu pro méfeni fluorescence u fluorescencniho barviva Cy3
vazaného na lights-on sondy 2543 a 2547 v pouzivaném termocykléru CFX96 Touch
(Bio-Rad) neméla na experiment vliv, protoze k urCeni nespecifické vazby sond byly vyuzity
sondy znacené fluorescencnim barvivem Tex 615. Nepfitomnost vhodného kanalu
pro méteni fluorescence u fluorescencniho barviva Cy3 byla chybou designu, protoze nebylo
pfedem zkontrolovano, zdali pouzivany termocyklér CFX96 Touch (Bio-Rad) obsahuje

vhodny kanal pro méfeni signalu tohoto fluorescencniho barviva.

Pro optimalizaci koncentraci lights-on/lights-off sond v reakéni smési vidime v literatufe
rozdilné pfiistupy. Carver-Brown et al. (2012), Tetrault et al. (2014) a Whitfield et al. (2020)
méli koncentraci lights-off sond v reakéni smési nastavenu tfikrat vyssi nez koncentraci
lights-on, aby bylo zaruceno, ze kazda navazana sonda lights-on bude mit vedle sebe
hybridizovanou sondu lights-off, ktera ,,zhasi“ signal vedlejsi sondy lights-on. Rice ef al.,
(2012) namichali reakcni smés tak, ze koncentrace lights-on sond byla stejna jako lights-off
sond. V naSich experimentech s prvni sadou lights-on/lights-off sond (2551-2559)
se osvédcila vysledna koncentrace sond v poméru jako u novéjSich publikaci Whitfielda,

Carver-Browna a Tetraulta: 3:1, lights-on sond 0,15 pmol/l a lights-off sond 0,05 umol/I.

Pfi vyhodnocovani experimenti byly pouzity kfivky tani ziskané meétenim fluorescence
v kanalu pro fluorescencni barvivo CyS5, prestoze prvni sada lights-on/lights-off sond
(2551-2559) obsahuje také fluorescencni barvivo FAM. Stalo se tak z divodu, ze syntetické
sondy SARS-CoV-2 2513 a 3081 i realné vzorky RNA obsahovaly mutace v oblastech,
pro které  byly koncipovany sondy s fluorescencnim barvivem Cy5. Signal
lights-on/lights-off sond v kanalu FAM jsme mohli také detekovat, ale pro syntetické sondy
SARS-CoV-2 2513 a 3081 i realné vzorky RNA bychom mohli sledovat stale stejny signal,
protoze se v oblastech koncipovanych pro sledovani mutaci pomoci sond s fluorescenénim

znacenim FAM nenachézela Zzadna mutace.

Mutace v syntetickém standardu DNA fragmentu genu pro S1 protein SARS-CoV-2
odpovidajici C23604G v genomu SARS-CoV-2 s lokalnim oznacenim 2513 je zodpovédna
za substituci P681R, arginin substituuje prolin na pozici 681, ktera je typicka pro variantu
delta (Liu et al., 2022). Pomoci metody LATE-PCR s hybridizaci s lights-on/lights-off
sondami na zakladé odli§ného profilu kfivek tani byly od sebe tispé$né odliSeny syntetické
standardy 2512 (odpovidajici fragmentu genu pro S1 protein u primarniho SARS-CoV-2)
a 2513 (obsahujici oproti standardu 2513 mutaci C23604G). Bohuzel z ¢asovych divoda

nebyla moznost tento experiment zopakovat s redlnymi vzorky a potvrdit tak schopnost
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rozliSeni mutace C23604G (odpovidajici za substituci P681R) typické pro variantu delta
od jinych variant SARS-CoV-2, které tuto mutaci neobsahuyji.

Schopnost rozlisit amplikon s mutaci a bez mutace na zakladé odli§ného profilu kiivek tani
po RT-LATE-PCR u realného vzorku byla ovéfena pomoci aktualné dostupnych realnych
vzorkd. Na zakladé odlisného profilu kfivek tani po RT-LATE-PCR s hybridizaci
se sondami lights-on/lights-off byly rozliSeny tfi vzorky obsahujici podvariantu
SARS-CoV-2 delta AY.121 (obsahuje mutaci C23604G a C23557T v amplifikované
oblasti) od ostatnich vzorkd obsahujicich SARS-CoV-2 variantu delta a subvarianty, které

kromé mutace C23604G sdilené vSemi vzorky zadnou dal§i mutaci neobsahovaly.

Metoda LATE-PCR se sadami lights on/lights-off sond, které hybridizuji se svymi cilovymi
sekvencemi byla jiz UspéS$né pouzita napiiklad pifi charakterizaci variant genu rpoB
z Mycobacterium tuberculosis, sekvence v genu hlistic
pro podjednotku 1 u mitochondriadlniho cytochromu C oxidazy, skenovani mutaci genu
epidermalniho ristového faktoru u ¢loveka ¢i naptiklad ke konstrukei diagnostickych testd
pro detekci patogenu spojenych se sepsi (Carver-Brown et al., 2012; Rice et al., 2012;
Tetrault et al., 2014), ale doposud nebyla publikovana zadna aplikace na SARS-CoV-2.

Prokézala jsem, ze metoda LATE-PCR s hybridizaci se sondami lights.on/lights-off ma
potencial odhalit mutace v SARS-CoV-2, které se vyskytuji v regionu vyhrazeném primery.
Pro uplatnéni této metody v praxi by bylo potieba dalsiho vyzkumu s riznorodymi standardy
i realnymi vzorky, které by obsahovaly vétsi mnozstvi mutaci v regionu vyhrazeném primery
pro ziskani databanky kiivek tani jednotlivych mutaci, a dalsi ovéfeni ucinnosti této metody.
Dale by bylo potieba navrhnout nové sady primertu a lights-on/lights-off sond, které by
pokryly vétsi cast zaymové oblasti genu pro S protein a dalSich oblasti genomu

SARS-CoV-2.
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7 Zavér
Cilem diplomové prace bylo designovat a otestovat lights-on/lights-off sondy testujici vice

mutaci v oblasti vyhrazené primery zleva a zprava v genu pro S1 protein SARS-CoV-2

amplifikovaného pomoci metody RT-LATE-PCR v jediné zkumavce.

Byly navrzeny dveé sady primert a lights-on/lights-off sond v souladu s pfikladem Tetrault
et al. (2014) k detekci mutaci v riznych amplikonech fragmenti genu pro S1 protein
SARS-CoV-2. Nasledné byla ovéfena funkCénost primerd pomoci amplifikace
odpovidajicich syntetickych DNA standardi. Funk¢nost primerového paru s lokalnim
oznacCenim 2549 a 2550 byla potvrzena a v ramci druhé sady primerd byla ucinnéjsi
amplifikace u primerového paru 2506 a 2539, a proto byl tento primerovy par pouzit

pro dalsi testovani.

Pfi optimalizaci koncentraci lights-on/lights-off sond v reakci se ukazalo, ze druha sada
sond, navrzena pro detekci mutaci v amplikonech syntetickych standardi 2440 a 2441
pro gen S1 SARS-CoV-2 lisicich se osmi bodovymi mutacemi, se nevaze na amplikon
standardu specificky a z dal§iho testovani byla vyfazena. U prvni sady lights-on/lights-off
sond bylo zjisténo, ze lep$i signal poskytuji sondy lights-on v koncentraci 0,15 pmol/l

se sondami lights-off v koncentraci 0,05 umol/l v reak¢ni smési.

Byla ovéfena specifita signalu lights-on/lights-off sond pfi hybridizaci na rozdilné
amplikony syntetickych standardi ziskanych pifi LATE-PCR. Specifita signalu
lights-on/lights-off sond byla ovéfena u standardu 2512 (fragment genu pro S1 protein
u primarniho SARS-CoV-2), standardu 2513 (fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2
s bodovou mutaci odpovidajici C23604G v genomu SARS-CoV-2) a standardu 3081
(fragment genu pro S1 protein SARS-CoV-2 s bodovymi mutacemi odpovidajicimi
C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2). Vysledky potvrdily, ze metoda LATE-PCR
s hybridizaci lights-on/lights-off sond je reprodukovatelnd i opakovatelna. Detek¢ni limit
metody byl 20 molekul syntetického standardu 3081 v 1 pl (fragment genu pro S1 protein
SARS-CoV-2 s bodovymi mutacemi odpovidajicimi C23604G a C23557T v genomu
SARS-CoV-2). Test citlivosti pii rozliSeni varianty SARS-CoV-2 ve smési dvou
syntetickych standardd — fragmentu genu S1 SARS-CoV-2 s lokalnim oznafenim 2513
a 3081 vzajemne se odlisujicimi jednou bodovou mutaci C23557T ukéazal, ze je na zakladé
odlisnych profilt kiivek tani mozno odlisit smésny vzorek od vzorkd s jednotlivymi

standardy i pii poméru standardu 3081 a 2513 5:13 (podet molekul v reakci: 5 - 10° molekul
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3081 a 1,3 - 10* molekul 2513).

Pfi testu rozliSeni variant SARS-CoV-2 v redlnych vzorcich obsahujicich variantu
SARS-CoV-2 delta a (B.1.617.2) a jeji podvarianty (AY.7.1, AY.4, AY.43, AY.46.6,
AY.121, AY.122, AY.127) metodou RT-LATE-PCR s hybridizaci se sondami
lights-on/lights-off byly v ramci 96 vzorkd pomoci softwaru Precision Melt Analysis a pfi
pouziti funkce ,Difference Curve™ spravné odliSeny jediné tifi vzorky SARS-CoV-2
odpovidajici podvarianté delta AY.121, ktera obsahuje jako jedina v cilové oblasti oproti

ostatnim vzorkim v genomu mutaci C23557T.

Metoda LATE-PCR s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off ma potencial odhalit
mutace v SARS-CoV-2, které se vyskytuji v regionu vyhrazeném primery. Pro reéalné
uplatnéni navrzenych lights-on/lights-off sond by bylo potfeba dal§iho testovani
se standardy 1 redlnymi vzorky, které by obsahovaly vétSi mnozstvi mutaci v zajmové
oblasti. Pro rozliSovani variant SARS-CoV-2 by bylo potieba navrhnout nové sady primert
a lights-on/lights-off sond, které by pokryly vétsi ¢ast z4ymové oblasti genu pro S protein
a dalSich oblasti genomu SARS-CoV-2.
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Piiloha 1: Nukleotidové sekvence pouzitych syntetickych standardi
Piiloha 2: Nukleotidové sekvence pouzitych primert a sond — 1. sada.

Piiloha 3: Nukleotidové sekvence pouzitych primert a sond — 2. sada.
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Ptiloha 1: Nukleotidové sekvence pouzitych syntetickych standardu

Oznaceni

Sekvence (5°-3")

Synteticky
standard 2512

TACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTC
CCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTCTA
CAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAAC
ATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCG
CTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACGTAGTGTAGCTA
GTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGC
TTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACC
ACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATG
TACATTTGTGGTGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGCA
GTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCT

Synteticky
standard 2513

TACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTC
CCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTCTA
CAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAAC
ATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCG
CTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCGTCGGCGGGCACGTAGTGTAGCTA
GTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGC
TTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACC
ACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATG
TACATTTGTGGTGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGCA
GTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCT

Synteticky
standard 3081

GACATTACACCATGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACA
AATACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGGTGTTAACTGCACAGAA
GTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATT
CTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTG
AACATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCTATTGGTGCAGGTATAT
GCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCGTCGGCGGGCACGTAGTGTAG
CTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGT
TGCTTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTT
ACCACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACA
ATGTACATTTGTGGTGATTCAA



Pokracovani tabulky ¢. 1

Oznaceni Sekvence (5°-3")

GTCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGT
GTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAG
ATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGG
GCAAACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGAT
TTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTA
AGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTC
TAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAG
GCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACT
TTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTAC
CAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCAC
CAGCAACTGTTTG

Synteticky
standard 2440

TCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTG
aCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAGA
TTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGG
CAAACTGGAAAGITTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTT
TACAGGCTGgGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAG
GTTGGTGGTAATTATAATTACCTGaATAGATTGTTTAGGAAGTCTA
ATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGC
CGGTAGCACAgCTTGTAATGGTGTTGAAcCGTTTTAATTGTTACTTTC
CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATcGTGTTGGTTACCAA
CCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTaTGAACTTCTACATGCACCAGC
AACTGTTTG

Synteticky
standard 2441

Malym pismem jsou u syntetického standardu 2441 oznaCeny SNP oproti standardu 2440.



Ptiloha 2: Nukleotidové sekvence pouzitych primerti a sond — 1. sada.

Oznaceni  Smér Sekvence (5°-3") 5" modifikace 3" modifikace
. CACGTGCAGGCTGTTT
Primer 2549 F
AATAGGGGC
GGGTGGGTATGGCAAT
Primer 2550 R
AGAG
TGAACATGTCAACAAC
Sonda 2551 BHQ-2
a
Sonda 2552 aaTCATATGAGTGTGAC
Cy5 BHQ-2
ATACCCATT
Sonda 2553 atGGTGCAGGTATAT BHQ-1
Sonda 2554 aGCGCTAGTTATCAGA
FAM BHQ-1
CTCAGACt
Sonda 2555 TAATTCTCCTCGGCta BHQ-2
Sonda 2556 ttGGGCACGTAGTGTAG
Cy5 BHQ-2
CTAGTCAA
Sonda 2557 gTCCATCATTGCCTAC BHQ-1
Sonda 2558 aACTATGTCACTTGGTG
FAM BHQ-1
CAGAAAATT
Sonda 2559 atCAGTTGCTTACTat BHQ-1

F: forward, R: reverse
Cy5 a FAM: fluorescenéni barviva

BHQ-1 a BHQ-2: Black Hole Quencher-1 a Black Hole Quencher-2, zhasece



Ptiloha 3: Nukleotidové sekvence pouzitych primert a sond — 2. sada.

Oznaceni  Smér Sekvence (5°-3") 5" modifikace 3" modifikace

GCGGCTTGATTCTAAG

Primer 2538 F

GTTGGTGG

TACTACTCTGTATGGT

Primer 2539 R

TGGTAACC

TCTAACAATCTTGATT

Primer 2506 F

CTAAG

Sonda 2540 TTATAATTACCTGTAa BHQ-2
tTAGATTGTTTAGGAAG

Sonda 2541 TEX 615 BHQ-2

TCTAATCTCAA

Sonda 2542 tcACCTTTTGAGAGAGA BHQ-2
TATTTCAACTGAAATC

Sonda 2543 Cy3 BHQ-2

TATCta

AGGCCGGTAGCACACC

Sonda 2544 T BHQ-2
aaTGTAATGGTGTTGAA

Sonda 2545 TEX 615 BHQ-2

GGTTTTAATT

Sonda 2546 taGTTACTTTCCTTTA BHQ-2
ttCAATCATATGGTTTC

Sonda 2547 Cy3 BHQ-2

CAAa
Sonda 2548 aaCCCACTAATGGTGTT BHQ-2

F: forward, R: reverse
TEX 615 a Cy3: fluorescencni barviva
BHQ-2: Black Hole Quencher-2, zhasec



