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Souhrn 

Pandemie onemocnění COVID-19 způsobeného virem SARS-CoV-2 ovlivnila celý svět 

a s jejími důsledky se společnost vyrovnává dodnes. Pro sledování evoluce viru a aktuálního 

stavu šíření v populaci je důležité určení sekvenčních variant SARS-CoV-2. 

Pro genotypizaci SARS-CoV-2 se využívá sekvenování, které je však ekonomicky, časově 

i personálně náročné. Druhým přístupem je cílené testování. Metody cíleného testování 

se snaží identifikovat jednu nebo více variant SARS-CoV-2. 

Metodou, která by spojovala výhodu rychlosti cílené genotypizace a šíři záběru sekvenování, 

se zabývá experimentální část této diplomové práce. Jedná 

se o Linear-After-The-Exponential-PCR (LATE-PCR) s reverzní transkripcí s hybridizací 

se sondami lights-on/lights-off. V experimentální části práce byl proveden návrh příměrů 

a lights-on/lights-off sond, jejich testování se syntetickými standardy - D N A fragmenty 

genu pro SI protein u SARS-CoV-2 a úspěšné ověření specifity vazby sond 

na amplikony reálných vzorků RNA SARS-CoV-2. Na základě výsledků této práce bylo 

zjištěno, že tato metoda disponuje potenciálem odhalit všechny mutace v regionu 

vyhrazeném primery zleva a zprava. Srovnáním s databankou křivek tání jednotlivých 

variant SARS-CoV-2 by bylo možno určit konkrétní mutace přítomné ve vzorku a nové 

mutace by mohly být odhaleny podle nového profilu křivky tání a potvrzeny sekvenováním. 
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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 - D N A fragments of the gene for the SI protein in SARS-CoV-2 

and the successful verification of the specificity of the binding of the probes to the amplicons 

of real R N A 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 ÚVOD 

Koronaviry, dříve ne moc známé viry způsobující většinou jen běžné nachlazení, ale od roku 

2019 pojem známý pro celý svět, a to ve spojení s pandemií onemocnění COVID-19. 

Původcem onemocnění CO VID-19 je nový typ koronaviru - koronavirus 2 způsobuj í cí těžký 

akutní respirační syndrom (SARS-CoV-2, Severe Acute Respiratory Syndrome 

Coronavirus 2) SARS-CoV-2. SARS-CoV-2 je obalený R N A virus, jedná se o sedmý 

koronavir, o kterém je známo, že infikuje člověka. 

Genom viru SARS-CoV-2 není neměnný. Bodovými mutacemi a inzercemi/delecemi 

v genomu SARS-CoV-2 stále vznikají nové varianty. Rozdílné sekvenční varianty mají vliv 

na virulenci, rychlost šíření i antigenicitu viru. 

Pro sledování aktuálního stavu šíření viru v populaci, dynamiky evoluce viru a vytváření 

předpovědí dalšího šíření viru je důležitá genotypizace SARS-CoV-2. Přístupy 

pro genotypizaci SARS-CoV-2 jsou dva: sekvenování nebo cílené testování pro identifikaci 

vybraných variant SARS-CoV-2. Sekvenování je časově i finančně náročné, ale umožňuje 

identifikaci nových dosud nepopsaných variant. Metody cíleného testování se snaží rozlišit 

od jedné varianty až po několik variant SARS-CoV-2 najednou. Jejich výhodou je časová 

nenáročnost a nižší náklady, ale u mnoha z nich může dojít k falešné 

negativitě - nezachycení nové varianty, na které daná metoda necílila nebo dokonce 

nezachycení viru, pokud došlo k mutaci v místě vazby 3' konce primeru. 

Praktická část diplomové práce se zaměří na metodu, který by mohla spojovat výhodu šíře 

záběru sekvenování a rychlost cílené genotypizace. Touto metodou by mohla být 

Linear-After-The-Exponential (LATE)-PCR s hybridizací se sondami lights-on/lights-off. 

Tato metoda se již úspěšně využívá například při skenování mutací v genu pro receptor 

epidermálního růstového faktoru u člověka či pro detekci patogenů spojených se sepsí. 

Praktická část se bude zabývat designem primerů a lights-on/lights-off sond pro amplifikaci 

části genu pro SI protein SARS-CoV-2 při LATE-PCR s reverzní transkripcí a detekci 

mutací v amplikonu. Poté bude následovat ověření funkčnosti reagencií, optimalizace reakce 

a ověření specifity signálu lights-on/lights-off sond při hybridizaci na rozdílné syntetické 

standardy i reálné vzorky. 
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2 CÍLE PRÁCE 

1 Zpracovat literární rešerši současných možností rozlišení SARS-CoV-2 variant 

a problematiky D N A sond testujících více mutací v jediné zkumavce. 

2 Navrhnout a otestovat lights-on/lights-off sondy pro více mutací SARS-CoV-2 v jediné 

zkumavce. 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Koróna viry 

Koronaviry jsou rozšířenými patogeny lidí i obratlovců a mohou infikovat respirační, 

gastrointestinální, jaterní a centrální nervový systém. Jejich označení je odvozeno od tvaru 

virionů v elektronovém mikroskopu. Díky povrchovým proteinům (dlouhým 9-12 nm) 

seviriony jeví jako „koruna" či „sluneční koróna". Koronaviry jsou RNA viry z říše 

Orthornavirae, kmenu Pisuviricota, třídy Pisoniviricetes, řádu Nidovirales, čeledi 

Coronaviridae a podčeledi Orthocoronavirinae. 

SARS-CoV-2 je původcem koronavirového onemocnění 2019 (COVID-19), které se poprvé 

objevilo na konci roku 2019 ve Wu-chanu v Číně (Gorbalenya et al, 2020; Woo et al, 2023; 

Zhu et al, 2020). Za původní místo propuknutí pandemie COVID-19 se považuje 

velkoobchodní trh s mořskými plody Wuhan Huanan (Chen et al, 2020). 

Až do propuknutí pandemie SARS-CoV-2 bylo známo šest koronavirů, které infikují 

člověka, z nichž čtyři: lidský koronavirus-229E (HCoV, human coronavirus), HCoV-OC43, 

HCoV-NL63 a H C o V - H K U l způsobují mírné onemocnění horních cest dýchacích a pouze 

ve vzácných případech mohou u rizikových jedinců způsobit závažnější infekci. Vletech 

2002-2003 byl v provincii Guangdong v Číně identifikován koronavirus způsobující těžký 

akutní respirační syndrom (SARS-CoV, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus), 

který měl z 8000 klinických případů za následek 774 úmrtí (úmrtnost asi 10 %). Posledním 

známým koronavirem infikujícím člověka je koronavirus způsobující respirační syndrom 

Středního východu (MERS-CoV, Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus), který 

se poprvé vyskytl na Blízkém východě v roce 2012, způsobující těžké respirační 

onemocnění. Viry SARS-CoV i MERS-CoV jsou zoonotického původu (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 patří do řádu Nidovirales, čeledi Coronaviridae, podčeledi 

Orthocoronavirinae, rodu Betacoronavirus a podrodu Sarbecovirus. Podčeleď 

Orthocoronavirinae zahrnuje čtyři rody: Alphacoronavirus, Betacoronavirus, 

Gammacoronavirus a Deltacoronavirus. Evoluční analýza odhalila, že koronaviry z rodu 

Alphacoronavirus a Betacoronavirus pocházejí z hlodavců a netopýrů, avšak viry z rodu 

Gammacoronavirus a Deltacoronavirus pochází z druhů ptačích (Ge et al, 2017; Loomba 
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et al, 2020). 

Virus SARS-CoV-2 vykazuje 79,6% sekvenční podobnost s virem SARS-CoV (Cui et al, 

2019). Přestože od propuknutí pandemie uplynulo již několik let, přesný původ 

SARS-CoV-2 je stále předmětem studií. Starší studie ukazovaly na primární původ 

u netopýrů, novější studie Wang et. al (2024) popisuje vývoj SARS-CoV-2 přes hostitele 

následovně: norek, kočka, tygr, myš, křeček, pes, lev, gorila, leopard, netopýr a pangolin 

(Andersen et al., 2020). 

3.2.2 Virológie SARS-CoV-2 a pandemie COVID-19 

SARS-CoV-2 je R N A virus, obalený lipidovou dvojvrstvou odvozenou od hostitelské 

membrány, s periferními a integrálními proteiny. Velikost virionů SARS-CoV-2 

je v průměru 60-140 nm a jejich tvar je sférický s určitým pleomorfismem. Lipidová 

dvojvrstva zapouzdřuje šroubovitou nukleokapsidu obsahující virovou R N A (Kumar et al., 

2020; Zhu et al, 2020). 

Od prvních případů onemocnění COVID-19 v prosinci 2019 se virus rychle šířil a Čína 

dosáhla epidemického vrcholu v únoru 2020, kdy rostl počet nových nakažených v průměru 

0 3000 denně. Přestože byly v Číně zavedeny nevídaně přísné restrikce za účelem omezení 

šíření nákazy a počet nakažených začal klesat, došlo k šíření nákazy na mezinárodní úrovni. 

Onemocnění COVID-19 se nevyhnulo žádnému kontinentu a Světová zdravotnická 

organizace (WHO, World Health Organization) oficiálně označila globální šíření 

onemocnění COVID-19 jako pandemii 11. března 2020. Celosvětově bylo hlášeno více 

než 774 milionů potvrzených případů nakažených COVID-19 a více než 7 milionů úmrtí 

(data k 3. 3. 2024), přičemž na úmrtnost mělo vliv mimo jiné i přetížení zdravotního systému 

v některých oblastech. Pandemie COVID-19 měla a stále má dalekosáhlé zdravotní, sociální 

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

V České republice se datuje začátek pandemie k 1. březnu 2020, kdy byl evidován první 

nakažený v ČR. První opatření proti šíření epidemie pak vláda ČR přijala 3. března 2020, 

o pár dní později byly uzavřeny školy a vyhlášen nouzový stav s řadou omezení pro všechny 

občany ČR. Následovalo mnoho dalších opatření i období s „uvolňováním" restrikcí. 

V září 2020 byla ČRjednou z nejhůře zasažených zemí v Evropě v rámci počtu nakažených 

osob na milion obyvatel. Veškerá protiepidemická opatření byla definitivně zrušena 

5. května 2022 (Fiala, 2020; Kašpar et Švec, 2022; Novinky.cz, 2020). 
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3.2.3 Organizace genomu SARS-CoV-2 

Genom SARS-CoV-2 se skládá z jednoho nesegmentovaného vlákna pozitivní R N A 

(+ssRNA, positive-sense single-stranded RNA) o délce přibližně 30 kb. Genomová R N A 

obsahuje 5' čepičku (cap) a 3'-poly(A) konec a zahrnuje 15 otevřených čtecích rámců (ORF, 

Open Reading Frames). +ss RNA se využívá jako mRNA pro přímou translaci 

polyproteinového prekurzoru, který kóduje několik nestrukturálních proteinů (nsps, 

nonstructural proteins) včetně RNA-dependentní R N A polymerázy (Al-Qaaneh et al, 2021; 

Fehr et Perlman, 2015; Chen et al, 2020; Khailany et al, 2020). 

První ORFla/b zaujímá asi dvě třetiny délky celého genomu. ORFla/b na 5' konci kóduje 

16 nsp. V závislosti na -1 posunové mutaci (tzv. frameshift) mezi ORF la a ORFlb vzniká 

polypeptidla (ppla) nebo polypeptidlb (pplb). Ppla kóduje NSP 1-NSP 11 a pplb odpovídá 

NSP12 ažNSPló. V rámci nsps vznikají dvě cysteinové proteázy (proteáza podobnápapainu 

(nsp3) a proteáza podobná chymotrypsinu (nsp5)), RNA-dependentní R N A 

polymeráza - RdRp (nspl2), helikáza (nspl3) a další, které se podílí na transkripci 

a replikaci SARS-CoV-2. V posledních 10 kb od 3' konce jsou kódovány čtyři strukturní 

proteiny: spike (S) - povrchový glykoprotein, membránový (M), obalový (E, envelope) 

a nukleokapsidový (N) protein a další ORF (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, 

ORF8b, ORF9a, ORF9b aORFlO) kódují doplňkové proteiny, které mají významnou roli 

v infekci a patogenezi SARS-CoV-2. 

Na 5' konci je také vedoucí sekvence (sekvence, která předchází kódující sekvenci genu) 

a nepřekládaná oblast (UTR, UnTranslated region), jejíž sekvence, délka a sekundární 

struktura vlásenky ovlivňuje účinnost replikace a transkripce. Každému strukturálnímu genu 

také předchází transkripční regulační sekvence (TRS), která je nutná pro jejich funkční 

expresi. UTR na 3' konci obsahuje struktury R N A klíčové pro replikaci virové R N A 

(Al-Qaaneh et al, 2021; Fehr et Perlman, 2015; Chen et al, 2020; Ravi et al, 2022; Yadav 

et al, 2021). 

3.2.4 Strukturní proteiny SARS-CoV-2 

Čtyři strukturní proteiny (S, E, M a N) jsou klíčové pro sestavení virionů a způsobení 

infekce. 

S protein (-150 kDa) je fúzní membránový glykoprotein I. třídy sestávající 

se z 1273 aminokyselin. Jedná se o homotrimerní protein. Každý monomer je tvořen dvěma 

podjednotkami - SI a S2. Podjednotka SI zodpovídá za vazbu k receptoru hostitelské buňky 
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a podjednotka S2 za fúzi virové a buněčné membrány. S protein je klíčový pro vstup viru 

do hostitelské buňky, protože zprostředkovává vazbu na vstupní 

receptor - angiotenzin-konvertující enzym 2 (ACE2, Angiotensin-Converting Enzyme 2). 

SI podjednotka má dvě funkční domény, N-koncovou a C-koncovou doménu. 

Za rozpoznání ACE2 zodpovídá oblast 211 aminokyselin (aminokyseliny 319-523) 

naC-koncové doméně SI podjednotky, tzv. vazebná doména receptoru (RBD, Receptor-

Binding Domain). Podobnost aminokyselinového složení R B D mezi SARS-CoV 

a SARS-CoV-2 je 73 %. Specifickým rysem pro SARS-CoV-2 je inzerce čtyř 

aminokyselinový zbytků (PRRA, aminokyseliny 681-684) v místě spojení podjednotek 

SI aS2. Tato inzerce polybazického místa štěpení umožňuje štěpení furinem, což je hraje 

důležitou roli při virové infekčnosti. Proteolytické zpracování hostitelskými proteázami 

(u SARS-CoV-2 furinem, katepsinem L a transmembránovou setinovou 

proteázou - TMPRSS2, Transmembrane Serine Protease 2) je, stejně jako i u jiných 

koronavirů, nutné pro vstup SARS-CoV-2 do buňky. Polybazické místo pro štěpení furinem 

může snižovat stabilitu proteinu SARS-CoV-2 S a usnadnit konformační adaptaci, která je 

nutná pro vazbu R B D na ACE2. Další jedinečnou vlastností S proteinu SARS-CoV-2 oproti 

SARS-CoV je přítomnost Ovázaných glykanů k S673, T678 a S686, které lemují místo 

štěpení. RBD je hlavním cílem neutralizujících protilátek při infekci a samotný S protein byl 

ve středu zájmu pro vývoj terapeutik a vakcín (Casalino etal, 2020; Hu etal, 2021; Kumar 

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

Proteiny E a M jsou malé transmembránové proteiny nutné pro morfogenezi, sestavení 

a pučení viru. 

M protein (-25-30 kDa) je zastoupen nejhojněji v rámci strukturních proteinů. Má tři různé 

transmembránové domény. Homodimerní M protein je vyžadován pro sbalení genomu, váže 

se na nukleokapsidu a určuj e definitivní tvar virionu (Dhama et al, 2020; Yadav et al, 

2021). 

E protein (-8,5 kDa) je nejmenším strukturním proteinem SARS-CoV-2 a společně 

s M proteinem je jednou z hlavních membránových složek. Zprostředkovává pučení, 

uvolňování virů a má podíl na virové patogenezi. V rámci hostitelské buňky funguje jako 

selektivní viroporin (iontový kanál) přes membránu endoplazmatického retikula a Golgiho 

intermediárního kompartmentu (ERGIC, endoplasmic reticulum-Golgi intermediate 

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

N protein je hlavní proteinovou složkou uvnitř virionu a má několik funkcí. Je zodpovědný 
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za organizaci genomu do komplexu ribonukleoproteinu, dále inhibuje produkci interferonu 

(3 a moduluje tak přirozenou imunitní odpověď hostitelských buněk a je supresorem R N A 

interference, což je prospěšné pro virovou replikaci (Dhama et al, 2020; Chen et al, 2020; 

Jahirul Islam et al, 2023). 

3.2.5 Mutace SARS-CoV-2 

Genetická diverzita u SARS-CoV-2 je klíčová pro jeho fitness a patogenní potenciál. 

U SARS-CoV-2 jsou zdrojem genetické diverzity mutace, rekombinace a přeskupení. 

Rekombinace a přeskupení jsou důležitými mechanismy při mezi druhovém přenosu viru, 

protože dochází k vytvoření nových antigenních kombinací, které mohou vést k úspěšné 

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

Pro evoluci SARS-CoV-2 v rámci jednoho hostitelského druhu jsou nej důležitější 

mutace - bodové mutace a inzerce/delece. 

Mutace ovlivňují virulenci, rychlost šíření, antigenicitu a mohou snižovat míru neutralizace 

protilátkami získanými přirozenou infekcí nebo vakcinací. Průměrný počet mutací 

u SARS-CoV-2 je vypočten na 9 x 10"7 mutací na nukleotid za replikační cyklus. Rychlost 

mutací u SARS-CoV-2 je závislá na selektivním tlaku, přesnosti replikace a dalších 

faktorech souvisejících s hostitelem. V závislosti na podmínkách, ve kterých se virus 

replikuje, je průměrná míra 4 x 10"4 nukleotidových substitucí na místo za rok (Abbasian 

et al, 2023; Chaurasia et Ghose, 2024; Chernyaeva et al, 2023). 

3.2.6 Varianty SARS-CoV-2 

Protože se v průběhu pandemie COVID-19 objevilo vícero nových sekvenčních variant 

SARS-CoV-2, WHO a Centrum pro kontrolu a prevenci nemocí (CDC, Centers for Disease 

Control and Prevention) začaly rozlišovat varianty SARS-CoV-2 mimo jiné na varianty 

vyvolávající obavy (VOC, Variants of Concern) a zájmové varianty (VOI, Variants 

oflnterest) s úmyslem zacílit globální monitorování a výzkum. VOI mají specifické 

genetické markery, které byly spojeny se změnami vazby k receptoru, ovlivňují virulenci, 

snižují neutralizaci protilátkami získanými přirozenou infekcí nebo vakcinací a vyznačují 

se schopností vyhnout se detekci nebo snížení účinnosti terapeutik či očkování. VOC mají 

vlastnosti obdobné jako VOI, ale existuje u nich důkaz o zvýšeném přenosu. 

Jednotlivé varianty SARS-CoV-2 jsou označovány více způsoby. Vědeckým označením je 

kombinace písmen a číslic. Pro zjednodušení začala WHO označovat jednotlivé varianty 

písmeny řecké abecedy (Hillary et Ceasar, 2023; Ravi et al, 2022). 
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Na konci roku 2019 byly ve Wu-chanu v Číně hlášeny série případů pneumonií nejasného 

původu. Podle místa, kde se virus poprvé objevil, byl nazýván virus jako wuchanský 

či jednoduše nový koronavirus. Oficiálně byl virus SARS-CoV-2 pojmenován 11. února 

2020 Mezinárodním výborem pro taxonomii. Ve srovnání s genomem primárního 

SARS-CoV-2 bylo v průběhu času nalezeno více než tisíc mutací a 17 z nich bylo popsáno 

jako vysokofrekvenčních (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 

království, a poroto bývá označována také jako „britská". Ve virovém genomu se vyskytuje 

17 mutací definujících linii B.l.1.7 z toho 8 mutací v oblasti kódující S protein 

(A69-70 delece, A144 delece, N501Y, A570D, P681H, T716L S982A, D1118H). Mutace 

N501Y v oblasti kódující R B D v S proteinu je hlavní determinantou zvýšeného přenosu 

varianty Alfa. Tato varianta se vyznačovala zvýšeným rizikem hospitalizace i vyšší 

úmrtností než u primárního 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 zjištěna v Jižní Africe v říjnu 2020 

a způsobila druhou vlnu epidemie COVID-19 v mnoha částech světa. Tato varianta je 

definována osmi mutacemi (L18F, D80A, D215G, R246I, K417N, E484K, N501Y 

a A701V) v S proteinu, tři mutace (K417N, E484K a N501Y) jsou umístěné v oblasti RBD 

a stojí za zvýšenou afinitou k ACE2 receptorům (Tegally et al, 2021). 

Delta varianta SARS-CoV-2 (B.1.617.2) byla zodpovědná za druhou vlnu infekcí 

COVID-19 v Indii. Varianta delta poprvé detekována v říjnu 2020 a v květnu 2021 tvořila 

asi 90 % všech detekovaných variant SARS-CoV-2 v Indii. Během několika měsíců 

se rozšířila do 163 zemí a na začátku srpna 2021 představovala varianta delta 

90 % cirkulujících variant SARS-CoV-2 na světě. 

Varianta delta má 23 mutací ve srovnání s alfa variantou SARS-CoV-2. V S proteinu je osm 

substitucí (T19R, G142D, R158G, L452R, T478K, D614G, P681R a D950N) a dvě delece 

(156 a 157 delece), přičemž substituce L452R a P681R jsou důvodem pro masivní rozšíření 

této varianty. Substituce P681R, arginin substituuje prolin na pozici 681, umožňuje ještě 

účinnější fúzi a integraci viru do cílových buněk než jiné varianty tím, že tato mutace 

optimalizuje místo pro štěpení furinem a umožňuje účinnější štěpení prekurzorového 

S proteinu na aktivované formy SI a S2. Tato mutace je důležitá pro usnadnění přenosu této 

varianty mezi lidmi. Substituce L452R, nahrazení argininu za leucin na pozici 452, zvyšuje 

virovou infekčnost a účinnost fúze, stejně jako virovou replikaci. Mutace L452R zvyšuje 
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afinitu vazby S proteinu na receptor ACE2. Tato silnejší vazba S proteinu na receptor ACE2 

pomáhá vyhnout se vazbě protilátek stimulovaných vakcínou na S protein. Tato mutace také 

umožňuje viru uniknout CD8 T buňkám imunitního systému, které by mohly virus 

eradikovat a dochází tak k častějším reinfekcím u pacientů s předchozí infekcí jinou 

variantou SARS-CoV-2 než delta (He etal, 2021; Hendaus et Jomha, 2021; Saberiyan et al, 

2022; Shiehzadegan et al, 2021; Yang et Shaman, 2021). 

V listopadu 2020 byla poprvé v Brazílii identifikována gamma varianta SARS-CoV-2 (P.l). 

Tato varianta má 10 mutací v S proteinu oproti primárnímu SARS-CoV-2 (L18F, T20N, 

P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, H655Y a T1027I) z toho tři mutace jsou 

v oblasti RBD (N501Y, K417T a E484K) (Faria et al, 2021). 

Další varianta SARS-CoV-2 - omikron (B. 1.1.529) byla identifikována v listopadu 2021 

v Botswaně. Varianta omikron vyvolala novou vlnu infekcí po celém světě a na vrcholu 

„omikronové vlny" byl přírůstek infekcí mnohem vyšší než u předchozích variant. Avšak 

infekce variantou omikron nezpůsobovaly tak závažný průběh onemocnění COVID-19 jako 

dřívější varianty. Varianta omikron se vyznačuje zvýšenou přenositelností, únikem 

neutralizačním protilátkám proti primárnímu SARS-CoV-2 a zvýšeným rizikem opětovné 

infekce. 

Varianta omikron se od ostatních variant liší vysokým počtem mutací, které obsahuje (více 

než 50 mutací). V oblasti R B D obsahuje klíčové mutace pro zvýšení infekčnosti této 

varianty: S371L, G339D, S375F, S373P, K417N, N440K, S477N, G446S, E484A, T478K, 

Q493K, Q498R, G496S, N501Y a Y505H. Díky dalším mutacím vgenomové oblasti 

se objevilo několik podvariant omikronu (například B A . l , BA.2, BA.3, BA.4, BA.5 

a rekombinantní B A . 1/BA.2) (Gu et al, 2022; Chatterjee et al, 2023; Pather et al, 2023). 

Protože virus SARS-CoV-2 neustále mutuje objevily se také další varianty: lambda (C.37), 

mu (B.1.621), epsilon (B. 1.427 a B. 1.429), zeta (B . l . 1.28.2), eta (B.1.525), iota (B.1.526), 

theta (P.3), kappa (B.l.617.1) a nové varianty stále vznikají (Hillary et Ceasar, 2023; Xie 

et al, 2021). 
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3.3 Rozlišení variant SARS-CoV-2 

Rozdílné sekvenční varianty viru SARS-CoV-2 mají vliv na virulenci, antigenicitu, rychlost 

šíření, účinnost vakcinace a účinnost léčby neutralizačními protilátkami. Pro sledování 

aktuálního stavu, dynamiky evoluce viru, vytváření předpovědi šíření viru v populaci je 

důležité určení sekvenčních variant SARS-CoV-2. 

Přístupy pro genotypizaci SARS-CoV-2 jsou dva: sekvenování nebo cílené testování 

pro identifikaci vybraných variant SARS-CoV-2. 

3.3.1 Sekvenování 

Celogenomové sekvenování (WGS, Whole Genome Sequencing) genomu SARS-CoV-2 

především technologiemi sekvenování nové generace (NGS, Next Generation Sequencing) 

je základem pro monitorování, identifikaci nových variant a provádění fylogenetických 

studií. WGS bylo také zásadní pro první identifikaci a charakterizaci molekulární struktury 

SARS-CoV-2 a spolu s elektronovou mikroskopií a virovými kulturami umožnilo hlubší 

pochopení struktury viru a jeho mechanismů. Tyto znalosti daly základ pro vývoj cíleného 

testování, diagnostických metod a terapeutických strategií (Falzone et al, 2021). 

Pro prvotní sekvenování genomu SARS-CoV-2 byl využit přístup metagenomický, který 

umožňuje získat úplný genom bez předchozí znalosti sekvence. Sdílením získaných 

genomových sekvencí se mohly rozvíjet další metody WGS s cíleným přístupem, 

tj. založené na amplikonu. Získané genomové sekvence totiž umožnily návrh primerů, které 

amplifikují oblasti o délce 400 až 2500 párů bází. Amplikony se překrývají a mohou pokrýt 

celou sekvenci genomu. Cílené sekvenování je méně nákladné, umožňuje současné 

zpracování více vzorků pro jednotlivé běhy, čímž je efektivnější z hlediska časové a finanční 

nákladnosti. Pro WGS byly vyvinuty různé protokoly, které využívaly různých platforem, 

ale především se jednalo o Ion Torrent, Oxford Nanopore Technologies a Illumina (Berno 

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

Jedna z nej rozšířenějších sad primerů, využívaných pro cílené sekvenování, 

je od společnosti ARTIC Network. Protokol ARTIC byl poprvé uvolněn pro veřejnost 

v lednu 2020 a od té doby byl několikrát aktualizován. Protokol ARTIC, stejně jako ostatní 

metody sekvenování založené na amplikonu, využívají pro navržení a implementaci 

specifických primerů metody polymerázové řetězové reakce s reverzní transkripcí v reálném 

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

Pro diagnostické účely je WGS nevhodné kvůli vysokým nákladům na analýzu, drahým 
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technologiím, potřebě vysoce kvalifikovaného personálu a časové náročnosti. Z těchto 

důvodů byla snaha o rozvoj dalších metod, a to nejen pro diagnostické účely, ale také 

pro rychlejší genotypizaci SARS-CoV-2, které by lépe umožňovaly sledování nových 

variant v populaci (Berno et al, 2022). 

3.3.2 Cílené testování pro detekci vybraných variant SARS-CoV-2 

Ostatní metody, které nevyužívají WGS, cíleně testují již známé vybrané varianty 

či konkrétní mutace SARS-CoV-2. Metody s cíleným testováním jsou omezeny počtem 

variant, které umožňuje metoda testovat, ale nabízí rychlejší výsledek, nižší náklady a vyšší 

flexibilitu v personálním a technologickém vybavení laboratoří. 

Většina metod pro cílenou detekci variant SARS-CoV-2 je založena na technikách 

amplifikace nukleových kyselin, které jsou schopny generovat výsledky v řádu hodin. 

Omezení těchto metod je dáno především požadavky na design potřebných primerů a sond, 

dále také počtem fluoroforů s nepřekrývajícími se spektry a počtem fluorescenčních kanálů 

v termocykléru. Tyto metody se zaměřují především na testování mutací - bodových 

polymorfismů (SNP, Single-Nucleotide Polymorphism) zejména v genu pro S protein, ale 

také v oblasti ORFlab (RdRP) či v genech pro proteiny N a E (Colosimo et al, 2022; 

Specchiarello et al, 2023; Vanoni et al, 2022). 

Komerčně dostupné metody pro identifikaci variant SARS-CoV-2 

Rychlou metodou pro identifikaci variant SARS-Cov-2 je „Simplexa® SARS-CoV-2 

Variants Direct" od společnosti Diasorin Molecular. Tato metoda využívá k určení varianty 

SARS-CoV-2 detekci mutací v S proteinu: 501Y, E484A, E484K, E484Q, L452R a F486V 

a koexistenci mutací G496S, Q498R a Y505H, které jsou spojeny s přítomností variant: alfa, 

beta, gamma, delta, epsilon, eta, iota, kappa a omicron. K provedení j sou potřeba vzorky 

z nasofaryngeálních a nosních výtěrů bez předchozí extrakce RNA. Metoda využívá 

RT-PCR v reálném čase, amplikony jsou detekovány specifickými fluorescenčními sondami 

(kanály 520, 560, 610) a analýzou křivky tání je určena varianta SARS-CoV-2. 

Pro provedení tohoto testu je potřeba přístroj LIAISON M D X s doprovodným softwarem. 

Výsledky testu jsou známy do dvou hodin (Eptaminitaki et al, 2023). 

Další metodou je „COVID-19 Variant Catcher" a jeho aktualizovaná verze „COVID-19 

Ultra Variant Catcher" od společnosti Clonit. Tento test má certifikaci CE-IVD (European 

In-Vitro Diagnostic Devices Directive, tj. výrobek vyhovující evropské směrnici 

o diagnostických zařízeních in vitro (IVDD 98/79/EC) s možností legální komercializace 
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v EU). Jedná se o kvalitativní test založený na RT-PCR v reálném čase. „COVID-19 Variant 

Catcher" umožňuje identifikaci mutace genu S H V 69-70del, E484K aN501Y pro rozlišení 

variant SARS-CoV-2 alfa, beta, gamma. Verze „COVID-19 Ultra Variant Catcher" 

umožňuje rozlišení mutací L452R, E484K, E484Q a N501Y a rozlišuje kromě variant alfa, 

beta, gamma, také varianty delta a kappa. Nevýhodou je nutnost použití již extrahované 

R N A ze vzorků testovaných j ako pozitivní na virus S ARS-CoV-2 (COVID-19 Ultra Variant 

Catcher CE IVD - návod k použití; COVID-19 Variant Catcher CE IVD - návod k použití). 

Společnost Seegene Technologies vyvinula sérii testů „Novaplex SARS-CoV-2 Variants" 

k detekci známých variant SARS-CoV-2. Tento test využívá multiplexní RT-PCR k detekci 

mutací genu pro S protein a současně potvrzuje přítomnost SARS-CoV-2 detekcí genu 

pro RdRp. Jednotlivé varianty testu jsou schopny detekovat tyto mutace: 69-70del, E484K, 

N501Y (varianta I); L452R, W152C, K417T a K417N (varianta II); L452R, P681R a K417N 

(varianta IV); L452Q, F490S, P681R a L452R (varianta V), L452Q, F450S, a R3 69-70del, 

E484A, N501Y (varianta VII). Na základě těchto mutací mohou testy rozlišovat varianty 

alfa, beta, gamma, delta, epsilon a varianta VII rozlišuje také omikron (BA. 1, BA.2). Systém 

umožňuje automatickou extrakci (nutnost použití přístroje STARIet od Seegene), 

pro RT-PCR v reálném čase je potřeba termocyklér CRX96 Dx a software Seegene Viewer 

pro automatizovanou interpretaci. Tento test není založen na analýze křivky tání, ale využívá 

technologii MuDT™, která umožňuje detekci více cílů s individuálními hodnotami cyklu 

PCR, ve kterém byl detekován nárůst fluorescence nad pozadím přirozené fluorescence 

(Ct, threshold cycle). Technologie MuDT™ využívá změny fluorescenčních signálů 

mezi dvěma různými teplotami detekce a poskytuje „skutečnou" hodnotu Ct. 

MuDT™ umožňuje genotypizaci čtyř SNP cílů v jedné zkumavce (Nielsen et al, 2022; 

Specchiarello et al, 2023). 

Jedním z prvních komerčně dostupných testů pro kvalitativní detekci SARS-CoV-2 

ve vzorcích horních cest dýchacích byl „TaqPath™ COVID-19 CE-IVD RT-PCR Kit" 

od společnosti ThermoFisher Scientific. Jedná se o multiplexní RT-PCR test založený 

na třech sadách příměrů a sond specifických pro ORFlab, N gen a S gen SARS-CoV-2. 

Tento test byl vyvinut pro rychlou diagnostiku onemocnění COVID-19, ale byl využit jako 

rychlá metoda pro screening na varianty alfa a omikron (BA.l ) . Sdílená mutace 69-70del 

u varianty alfa a omikron způsobuje selhání detekce cíle genu S v testu. Pokud ve vzorku 

došlo k detekci amplikonu pro ORFlab a N protein, ale v důsledku mutace 69-70del nedošlo 

k amplifikaci u genu pro S protein, tak se tato kombinace výsledků nazývá selhání cíle 
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S genu (SGTF; S gene target failure) a znamená to, že vzorek obsahuje variantu 

SARS-CoV-2 alfa či omikron (Colosimo et al, 2022; Specchiarello et al, 2023; TaqPath™ 

COVID-19 CE-IVD RT-PCR Kit - návod k použití). 

Další metody pro identifikaci variant SARS-CoV-2 

Pro identifikaci variant SARS-CoV-2 bylo vyvinuto mnoho dalších nekomerčních metod. 

Některé z těchto metod jsou zaměřeny pouze na detekci konkrétní zájmové mutace, která je 

charakteristická pro určitou variantu, jiné metody umožňují genotypizaci více variant 

SARS-CoV-2 najednou. 

Barua et al. (2022) vyvinuli metodu pro detekci všech kmenů SARS-CoV-2 a současnou 

identifikaci varianty delta. K tomuto účelu využili sondy pro fluorescenční rezonanční 

přenos energie (FRET, Fluorescence Resonance Energy Transfer) s RT-PCR k identifikaci 

mutace T478K typické pro variantu delta. Výhodou této metody je možnost jejího provedení 

všemi hlavními značkami termocyklérů. 

Multiplexní RT-PCR v reálném čase, která svými specifickými primery a sondami detekuje 

9 mutací v oblasti genu pro RBD S proteinu - 69-70del, K417T, K417N, L452R, E484K, 

E484Q, N501Y, P681H a P681R, navrhl Chung et al. Tato metoda umožňuj e detekci variant 

alfa, beta, gamma, delta a čtyř omikronových mutací na S proteinu (HV 69-70del, K417N, 

N501Y, P681H). Metoda byla poskytnuta široké veřejnosti a bylo tedy možné její rychlé 

nasazení v laboratořích (Chung et al, 2022). 

Vzhledem k stále nově vznikajícím variantám SARS-CoV-2 vyžaduje většina metod 

neustálé přizpůsobování, aby mohly být účinné i při detekci nových variant. Clark et al. 

představili metodu pro určení varianty SARS-CoV-2 na základě analýzy multiplexních 

fragmentů s rozdílnou velikostí a rozdílnou fluorescenční značkou. Zaměřili se na osm 

častých mutačních míst SARS-CoV-2. Metoda vykazovala podobnou přesnost jako WGS, 

navíc je adaptibilní a rychlá (2022). 

Omezení v multiplexování, z důvodu omezeného počtu fluoroforů s nepřekrývajícími 

se spektry u všech metod založených na RT-PCR, překonává platforma vyvinutá Zhao et. al 

(2023), která kombinuje 17-plexní testy s hmotnostní spektrometrií s matricí asistovanou 

laserovou desorpcí/ionizací a analyzátorem doby letu (MALDFTOF, Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time-of-Flight). Protože metody založené na RT-PCR v kombinaci 

s hmotnostní spektrometrií MALDI-TOF překonávají také riziko výpadku cíle a falešně 

negativních výsledků kvůli neshodám vazebného místa primeru/sondy, rozvíjelo tuto 
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metodu více výzkumných skupin. Platforma Zhao et. al umožňuje zacílení 14 různých 

mutačních míst v genu pro S protein, dále se zaměřuje na gen pro N protein, RdRp a gen 

ribonukleázy P (vnitřní kontrola k ověření přítomnosti nukleových kyselin). Touto metodou 

je možno rozlišit varianty delta a omikron ( B A . l , BA.2, BA.5). 

Další platformy pro diagnostiku a sledování variant SARS-CoV-2 využívají technologii 

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats), která mimo jiné 

poskytuje možnost sekvenčně specifické analýzy nukleových kyselin a v posledních letech 

byla široce používána při detekci patogenů. Platforma Welch et. al (2022) kombinuje 

diagnostiku na bázi CRISPR a mikrofluidiku. Umožňuje rozlišení nebo detekci 26 mutací 

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

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

Metoda LATE-PCR se sadami lights-on/lights-off sond, které hybridizují se svými cílovými 

jednovláknovými sekvencemi v širokém teplotním rozsahu, se využívá pro detekci mutací 

v rámci stovek nukleotidů. Sady sond s různými fluorescenčními barvami se dají v rámci 

jedné zkumavky kombinovat a umožňují analyzovat ještě delší jednovláknové cíle. 

LATE-PCR je pokročilým typem nesymetrické PCR po účinnou produkci amplikonů 

jednovláknové DNA. V LATE-PCR se využívá pár primerů záměrně navržených pro použití 

v nestejných koncentracích - jeden primer je tzv. „limiting" (limitující) a druhý „excess" 

(v nadbytku). Pro nejvyšší účinnost reakce a specifity během exponenciální fáze LATE-PCR 

je nutné při návrhu primerů dodržet pravidlo ohledně teploty tání (Tt) limiting primem (T t

L) 

a excess primer (T t

x ): T t

L - TtX > 5 °C. V průběhu 30-70 teplotních cyklů je 

jednovláknových amplikonů 10-20x více oproti dvouvláknovým, které jsou produkovány 

jen v počátku amplifikace do doby vyčerpání limiting primerů. 

Sondy lights-on/lights-off jsou páry hybridizačních sond. Sondy lights-off se skládají 

z cílové vazebné sekvence, jsou kratší než lights-on sondy a obsahují pouze zhášeč sloužící 

k absorpci energie fluoroforu sousední sondy lights-on při navázaní obou sond na cílovou 

sekvenci. 

Každá sonda lights-on se skládá z cílové vazebné sekvence o -20-35 nukleotidech, které 

mohou být na koncích ohraničeny 1-2 nukleotidy, aby se vytvářela vlásenka závislá 

na teplotě a stabilizovala se interakce fluoroforu na jednom konci a zhášeče na druhém konci 

lights-on sondy, když sonda není navázána na svou cílovou sekvenci. Sondy 

lights-on/lights-off jsou koncipovány tak, aby pokryly cílovou sekvenci amplikonů. 
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Při hybridizaci na cílovou sekvenci jsou fluorofor a zhášeč na lights-on sondě od sebe pevně 

odděleny a fluorofor může emitovat signál silněj ší než v roztoku. Vazba lights-off sondy 

se zhášečem na cílovou sekvenci v bezprostřední blízkosti fluoroforu navázané lights-on 

sondy vypne fluorescenci této lights-on sondy. 

Hlavní výhodou této metody je, že sondy lights-on/lights-off nehybridizují pouze 

se 100% kompatibilní cílovou sekvencí, ale sondy jsou tolerantní k chybnému párování. 

Přítomnost, byť jedné mutace v cílové sekvenci, ovlivní teplotu hybridizace sondy, 

což se projeví ve výsledném fluorescenčním vzorci, křivce, obryse. Fluorescenční obrys 

je kombinací signálu všech sond při kontinuálním měření fluorescence na konci L A T E -

PCR, když teplota klesne a opět se pomalu zvyšuje. Porovnáním získaného fluorescenčního 

obrysu se známými obrysy můžeme identifikovat variantu přítomnou ve vzorku. 

Tato metoda umožňuje spolehlivou a robustní detekci mutací v cílovém amplikonu 

bez otevření zkumavky a použití sekvenování. Díky tomu byla již úspěšně využita 

protestování citlivosti na pyrazinamid u člověka, detekci patogenů spojených se sepsí, 

identifikaci druhů ryb pomocí tzv. čárového kódování a dalších aplikacích (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 má potenciál odhalit 

všechny mutace, které se vyskytují v regionu vyhrazeném primery zleva a zprava. Stejně 

jako byla využita u jiných organismů pro jejich identifikaci, či pro rozlišení mutací v různých 

genech na základě srovnání specifické křivky tání s databankou křivek tání jednotlivých 

druhů organismu či variant genu, mohla by být uplatněna při rozlišování mutací v genomu 

SARS-CoV-2 a potažmo variant SARS-CoV-2. Výhodnou zájmovou oblastí pro určení 

mutací typických pro konkrétní varianty SARS-CoV-2 by byla oblast genu pro S protein, 

konkrétně SI podjednotku, která obsahuje oblast kódující R B D zodpovídající za rozpoznání 

receptoru ACE2 hostitelských buněk a podléhající časté mutaci. 
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4 Materiál a metody 

4.1 Biologický materiál 

K testování lights-on/lights-off sond byla použita R N A SARS-CoV-2 izolovaná z pozitivně 

testovaných pacientských vzorků na virus SARS-CoV-2. Vzorky pocházejí od pacientů 

Fakultní nemocnice v Olomouci. Vzorky R N A byly dříve určeny sekvenováním 

a odpovídaly variantě SARS-CoV-2 delta (B.1.617.2) a jejím podvariantám (AY.7.1, AY.4, 

AY.43, AY.46.6, AY.121, AY.122, AY.127). Do doby analýzy byly vzorky uchovávány 

při teplotě -80 °C. 

Dále byly pro testování lights-on/lights-off sond využily syntetické standardy - D N A 

fragmenty, vytvořené podle známé sekvence viru. 

Pro testování první sady primerů a sond byl využit D N A fragment genu pro SI protein 

u primárního SARS-CoV-2 s lokálním označením 2512 (Invitrogen, 3170199); D N A 

fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 s mutací odpovídající C23604G v genomu 

SARS-CoV-2 s lokálním označením 2513 (Invitrogen, 3170200); D N A fragment genu 

pro SI protein SARS-CoV-2 s mutacemi odpovídajícími C23604G a C23557T v genomu 

SARS-CoV-2 s lokálním označením 3081 (Invitrogen. 90-992724233). 

Pro testování druhé sady primerů a sond byly využily standardy: D N A fragment genu 

pro SI protein u primárního SARS-CoV-2 s lokálním označením 2440 (Invitrogen, 

3110590); D N A fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 s osmi SNP 

oproti 2440 s lokálním označením 2441 (Invitrogen, 3110591). 

Sekvence použitých syntetických standardů j sou uvedeny v přílohách (viz Příloha 1). 

4.2 Použité chemikálie 

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, 2165E0) 

o Sonda 2540 (IDT, 230378812) 

o Sonda 2541 (IDT, 230378813) 
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o Sonda 2542 (IDT, 230378814) 

o Sonda 2543 (IDT, 230378815) 

o Sonda 2544 (IDT, 230378816) 

o Sonda 2545 (IDT, 230378817) 

o Sonda 2546 (IDT, 230378818) 

o Sonda 2547 (IDT, 230378819) 

o Sonda 2551 (IDT, 230378823) 

o Sonda 2552 (IDT, 230378824) 

o Sonda 2554 (IDT, 230378825) 

o Sonda 2555 (IDT, 230378826) 

o Sonda 2556 (IDT, 230378827) 

o Sonda 2557 (IDT, 230378828) 

o Sonda 2558 (IDT, 230378829) 

o Sonda 2559 (IDT, 230378830) 

o EvaGreen (LabMark, Biot31000) 

o depcEhO 

Sekvence použitých primerů a sond jsou uvedeny v přílohách (viz Příloha 2 a 3). 

Seznam použitých přístrojů a zařízení 

o Laminární box Mars Safety Classe 2 (LaboGene) 

o Centrifuga/vortex Combi-Spin (Biosan) 

o Centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 

o Centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf) 

o Mrazák a chladnička (Gorenje) 

o Termocyklér LightCycler® 480 Instrument II (Roche Diagnostics) 

o Hlubokomrazící box (New Brunswick) 

o Termocyklér Real-Time PCR Detection System CFX96 C1000 Touch (Bio-Rad) 

o Software Bio-Rad C F X Manager 

o Software Precision Melt Analysis (Bio-Rad) 
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4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Návrh primerů a sondy 

Návrh primerů vhodných k provedení LATE-PCR a lights-on/lights-off sond pro detekcí 

mutací v regionu vyhrazeném primery zleva a zprava vycházel z doporučení a informací 

uvedených v publikacích od 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), ale finální návrh 

lights-on/lights-off sond vycházel především z publikace od Whitfield et al. (2020). 

Ke kontrole navržených primerů z hlediska tvorby příměrových dimerů byl použit software 

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

primerů v rámci SI R N A byl prof. Mgr. Jiřím Drábkem, Ph.D. použit software Sequence 

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

Výjimkou byl primer 2506, který byl navržen PhD. studentem Rakeshem Rao. 

4.4.2 Ověření funkčnosti primerů pomocí PCR v reálném čase 

K ověření funkčnosti příměrových párů pomocí PCR v reálném čase byla testována jejich 

schopnost amplifikace syntetických standardů 2512 a 2513 s primery 2549 a 2550; 

pro amplifikaci standardů 2440 a 2441 byla použita kombinace primerů 2538 a 2539 

a kombinace primerů 2506 a 2539. Byla připravena reakční směs, která obsahovala 

TaqPath™ 1-Step RT-qPCR Master Mix (dále jen TaqPath M M ) , forward a reverse primer, 

fluorescenční barvivo EvaGreen, depcthO a odpovídající syntetický standard. PCR 

v reálném čase probíhala v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad) dle reakčního protokolu 

(viz Tabulka č. 1). 
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Tabulka 1: Reakční protokol pro ověření funkčnosti primerů při PCR v reálném čase. 

Krok PCR reakce Počet cyklů Teplota Čas 

RT inkubace 1 50 °C 15 min 

Aktivace polymerázy a inaktivace 

reverzní transkriptázy 
1 95 °C 2 min 

Denaturace 95 °C 3 sekundy 

Nasednutí primerů 48 55 °C 30 sekund 

Syntéza D N A 72 °C 5 sekund 

Příprava na analýzu 25 °C 60 sekund 

Melting analýza 60 °C-90 °C 30 min 

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

K optimalizaci koncentrací lights-on/lights-off sond v reakci byly testovány dvě rozdílné 

koncentrace lights-on a lights-off sond. Byla připravena směs lights-on sond (2552, 2554, 

2556, 2558), tj. sond s fluorescenčním barvivem a zhášečem, s označením PM686 

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

PM687 pro detekci a rozlišení mutace u amplikonu syntetických standardů 2512 a 2513. 

Obdobně byla připravena směs lights-on sond (2541, 2543,2545, 2547) s označením PM688 

a lights-off sond (2540, 2542, 2544, 2546, 2548) s označením PM689 pro detekci a rozlišení 

mutací u amplikonu syntetických standardů 2440 a 2441. Byly testovány dvě rozdílné 

koncentrace sond v reakční směsi (viz Tabulka č. 2) s odpovídajícími standardy a primery. 
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Tabulka 2: Rozdílná koncentrace lights-on a lights-off sond v testu pro optimalizaci jejich 

koncentrací v reakční směsi. 

Sondy 

Koncentrace 

[umol/1] 

Varianta 1 Varianta 2 

Lights-on 0,5 1,5 

Lights-off 1,5 0,5 

PCR v reálném čase probíhala v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad) u první sady příměrů 

a sond, pro druhou sadu sond a příměrů byl využit termocykl ér LightCycler® 480 Instrument 

II (Roche Diagnostics). PCR v reálném čase proběhla dle reakčního protokolu (viz Tabulka 

č. 3). Fluorescence byla měřena v kanálech F A M , Cy5 a Tex 615. Vhodný kanál pro měření 

fluorescence u fluorescenčního barviva Cy3 vázaného na lights-on sondy 2543 a 2547 není 

v používaném termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad) k dispozici, takže tyto sondy nebyly 

nijak zahrnuty při vyhodnocení experimentu. Hodnocení experimentu bylo provedeno 

posouzením jednotlivých křivek tání po melting analýze. 

Tabulka 3: Reakční protokol pro optimalizaci koncentrací lights-on a lights-off sond 

v reakční směsi. 

Kroky PCR reakce Počet cyklů Teplota Čas 

RT inkubace 1 50 °C 15 min 

Aktivace polymerázy a inaktivace 

reverzní transkriptázy 
1 95 °C 2 min 

Denaturace 95 °C 3 sekundy 

Nasednutí příměrů 45 55 °C 30 sekund 

Syntéza D N A 72 °C 5 sekund 

Příprava na analýzu 25 °C 60 sekund 

Melting analýza 40 °C-90 °C 30 min 
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4.4.4 Ověření specifity signálu lights-on/lights-off sond při hybridizaci na rozdílné 

syntetické standardy při LATE-PCR 

Při ověření specifity signálu lights-on/lights-off sond při hybridizaci na rozdílné syntetické 

standardy byla použita metoda LATE-PCR, která generuje velké množství kopií jednoho 

cílového řetězce genu SI SARS-CoV-2, na který poté snadno hybridizují lights-on/lights-off 

sondy. LATE-PCR je nesymetrická PCR, při které se využívají rozdílné koncentrace, 

limiting primeru 2549 (0,2 umol/1) a excess primeru 2550 (1,0 umol/1), aby se generoval 

v nadbytku jeden řetězec amplikonu. Byla připravena reakční směs, viz Tabulka č. 4. 

Do reakční směsi byly přidány syntetické standardy fragmentu genu pro S1 protein SARS. 

CoV-2 s lokálním označením 2512, 2513 a 3081. Syntetický standard SARS-CoV-2 2512 

obsahuje asi 3,0 • 104 molekul v 1 ul; standard 2513 obsahuje asi 1,7 • 104molekul 

v 1 ul a standard 3081 obsahuje 2,0 • 104 molekul v 1 ul. LATE-PCR běžela dle protokolu 

v Tabulce č.3 (viz kapitola 4.4.3) v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad). Fluorescenční 

signál sond značených fluorescenčními barvivy F A M a Cy5 byl měřen v kanálech 

Cy5 a F A M , ale vyhodnocení proběhlo na základě signálu, které dávaly sondy 

s fluorescenční barvivem Cy5 v kanálu Cy5. 

Tabulka 4: Reakční směs na jednu reakci pro ověření specifity signálu lights-on/lights-off 

sond při hybridizaci na rozdílné syntetické standardy při LATE-PCR. 

Složka 
Zásobní 

koncentrace 

Finální 

koncentrace 

Objem 

depcFhO 11,4 

TaqPath M M 4x lx 5,0 

Primer 2550 100 umol/1 1 umol/1 0,2 

Primer 2549 10 umol/1 0,2 umol/1 0,4 

Lights-on PM686 2 umol/1 0,15 umol/1 1,5 

Lights-off PM687 2 umol/1 0,05 ^mol/l 0,5 

Syntetický standard SARS-CoV-2 20x lx 1,0 

Celkový obj em 20,0 
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4.4.5 Ověření reprodukovatelnosti a opakovatelnosti profilů získaných křivek tání 

při hybridizaci lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2 

při LATE-PCR 

Pro ověření reprodukovatelnosti a opakovatelnosti profilů získaných křivek tání 

při hybridizaci lights-on/lights-off sond při LATE-PCR byly použity syntetické standardy 

fragmentu genu SI SARS-CoV-2 s lokálním označením 2512 a 3081. Při ověření 

opakovatelnosti byl experiment proveden v osmi opakováních. Pro ověření 

reprodukovatelnosti byl experiment proveden v duplikátech či triplikátech ve třech různých 

dnech. Reakční směsi byly připraveny podle Tabulky č. 4 (viz kapitola 4.4.4) a reakce běžela 

dle protokolu v Tabulce č.3 (viz kapitola 4.4.3) v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad). 

Fluorescence byla měřena v kanálech Cy5 a F A M . 

4.4.6 Test citlivosti při rozlišení varianty SARS-CoV-2 ve směsi 

Pro test citlivosti při rozlišení varianty SARS-CoV-2 ve směsi byly použity syntetické 

standardy fragmentu genu SI SARS-CoV-2 s lokálním označením 2513 a 3081, které 

se vzájemně odlišují jednou bodovou mutací, která je rozpoznávána hybridizaci lights-on 

sondy 2552 (viz Obrázek č.l a Tabulka č. 5). Multiple sequence alignment byl proveden 

pomocí softwaru T-COFFEE Multiple Sequence Alignment Server (dostupný 

na: https://tcoffee.crg.eu/) 
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0FF1 ONI OFF2 ON2 OFF3 
2512:CACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAACATGTCAACAAC TCATATGAGTGTGACATACCCATT 
2 5 1 3 : C A C G T G C A G G C T G T T T A A T A G G G G C 

3081:CACGTGCAGGCTnTTTAATAGGG^r.TGAACATGTCAACAACrCATATGAGTGTGACATACC 
TGAACATGTCAACAACrCATATGAGTGTGACATACO 

Ca 
•CA' 
T 

3GTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGAC TAATTCTCCTC 
TT 3GTGCAGGTATAT GCGCTAGTTATCAGACTCAGAC PAATTCTCGTC 
TT3GTGCAGGTATATGCGCTAGTTATCAGACTCAGAC DAATTCTCGTC 

OFF3 ON3 OFF4 ON4 OFF5 
2512:GGC 
2513 :GG( 
3081:GGC 

GGGCACGTAGTGTAGCTAGTCAA 
GGGCACGTAGT GTAGCTAGTCAfl 
GGGCACGTAGTGTAGCTAGTCAA 

TCCATCATTGCCTAC 
rCCATCATTGCCTAC 
ľCCATCATTGCCTAC 

ACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATT 
ACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATT 
ACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATT 

CAGTTGCTTACT 
CAGTTGCTTACT 
CAGTTGCTTACT 

: T A A T A A C T C T A T T G C C A T A C C C A C 

: T A A T A A C T C T A T T G C C A T A C C C A C 

I T A A T A A C T C T A T T G C C A T A C C C A C 

Lights-on 
Lights-of f| 
P r i m e r 

C23557T 
C23604G (P681R) 

Obrázek 1: Multiple sequence alignment amplifikované oblasti syntetických standardů 2512, 2513 a 3081 s vyznačenými oblastmi, na které 

hybridizují příslušné lights-on/lights-off sondy. 

Upřesňující popis lights-on/lights-off sond označených v obrázku zkratkami OFFx a ONx je v Tabulce č. 5. 
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Tabulka 5: Nukleotidové sekvence a značení lights-on/lights-off sond - 1. sada. 

Sonda 
Lokální 

označení 

5' 

modifikace 
Sekvence 5'—> 3' 

r 

modifikace 

Off 1 2551 T G A A C A T G T C A A C A A C a BHQ2 

On 1 2552 Cy5 aaTCATATGAGTGTGACATACCCATT BHQ2 

Off 2 2553 atGGTGCAGGTATAT BHQ1 

On 2 2554 F A M a G C G C T A G T T A T C A G A C T C A G A C t BHQ1 

Off 3 2555 TAATTCTCCTCGGCta BHQ2 

On 3 2556 Cy5 t t G G G C A C G T A G T G T A G C T A G T C A A BHQ2 

Off 4 2557 gTCCATCATTGCCTAC BHQ1 

On 4 2558 F A M a A C T A T G T C A C T T G G T G C A G A A A A T T BHQ1 

Off 5 2559 atCAGTTGCTTACTat BHQ1 

Malá písmena u sekvencí označují nukleotidové neshody s cílovými sekvencemi. 

Reakční směsi byly připraveny podle Tabulky č. 4 (viz kapitola 4.4.4), ale místo 1 ul jednoho 

syntetického standardu SARS-CoV-2 byly do reakční směsi přidány syntetické standardy 

2513 a 3081 v rozdílných poměrech (viz Tabulka č. 6). Syntetické standardy SARS-CoV-2 

obsahují různý počet molekul v 1 ul (syntetický standard SARS-CoV-2 2513 obsahuje 

asi 16,7 • 103molekulv 1 ul a standard 3081 obsahuje 20- 103molekulv 1 ul), počet molekul 

přidaných do reakce je uveden v Tabulce č. 6. Rozdílné množství standardů v 1 ul nebylo 

záměrné, ale došlo k němu při přípravě pracovních roztoků ředěním zásobních roztoků 

o vysokých koncentracích standardu. 
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Tabulka 6: Počet molekul syntetických standardů SARS-CoV-2 2513 a 3081 přidaných 

do reakce při přidávání standardů do reakce v rozdílných poměrech. 

Počet molekul Počet molekul 
Poměr standardů 3081:2513 v 1 ul 

standardu 3081 standardu 2513 
přidaném do reakce 

v reakci v reakci 

1:0 2- 104 

4:5 8 • 103 i,o- 104 

1:2 6- 103 • 104 

5:13 5 • 103 1,3" 104 

0:1 - 1,7" 104 

LATE-PCR běžela dle protokolu v Tabulce č.3 (viz kapitola 4.4.3) v termocykléru CFX96 

Touch (Bio-Rad). Vyhodnocení testu proběhlo na základě fluorescenčního signálu z kanálu 

Cy5. 

4.4.7 Test analyzovatelného limitu vstupní nukleové kyseliny (DNA standardu) 

Pro testování analyzovatelného limitu vstupní D N A byl použit syntetický standard 

SARS-CoV-2 3081 (obsahuje 2,0 • 104 molekul v 1 ul). Byla připravena diluční řada 

v depcthO o lOx ředění (viz Tabulka č.7). PCR reakční směs byla připravena dle Tabulky 

č.8. Do PCR reakční směsi bylo pipetováno po 1 ul diluční řady syntetického standardu. 

Časový a teplotní průběh LATE-PCR je uveden v Tabulce č.3 (viz kapitola 4.4.3). 

Vyhodnocení proběhlo na základě fluorescenčního signálu z kanálu Cy5. 
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Tabulka 7: Počet molekul syntetického standardu SARS-CoV-2 3081 v 1 ul, který 

se přidává do reakce; lOx ředění. 

Počet molekul 
Ředění 

standardu v 1 ul 

1 20000 

ío- 1 2000 

10"2 200 

10"3 20 

10"4 2 

Tabulka 8: Složení reakční směsi pro jednu reakci LATE-PCR a melting analýzu. 

Složka 
Zásobní 

koncentrace 

Finální 

koncentrace 

Objem 

[ul] 

depcthO 11,4 

TaqPath M M 4x lx 5,0 

Primer 2550 100 umol/1 1 umol/1 0,2 

Primer 2549 10 umol/1 0,2 umol/1 0,4 

Lights-on PM686 2 umol/1 0,15 ^mol/l 1,5 

Lights-off PM687 2 umol/1 0,05 ^mol/l 0,5 

Celkový obj em 19,0 

4.4.8 Test rozlišení variant SARS-CoV-2 v reálných vzorcích metodou RT-LATE-PCR 

s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off 

Test rozlišení variant SARS-CoV-2 při amplifikaci RNA z 96 reálných vzorků 

SARS-CoV-2 byl proveden metodou RT-LATE-PCR s hybridizaci se sondami 

lights-on/lights-off (s lokálním označením 2551-2559). 

Byla připravena reakční směs podle Tabulky č. 9. Reakční směs byla rozpipetována 
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do 96jamkové destičky po 11,5 ul. Následně byl do každé jamky přidán 1 ul vzorku RNA. 

Tabulka 9: Složení reakční směsi pro RT-LATE-PCR s hybridizací se sondami lights. 

on/lights-off pro 96 vzorků. 

Složka 
Zásobní 

koncentrace 

Finální 

koncentrace 

Objem 

[lil] 

depcthO 779,4 

TaqPath M M 4x lx 300,0 

Primer 2550 100 umol/1 1 umol/1 12,0 

Primer 2549 100 umol/1 0,2 umol/1 2,4 

Lights-on PM686 25 umol/1 0,15 umol/1 7,2 

Lights-off PM687 20 umol/1 0,05 ^mol/l 3,0 

Celkový obj em 1104,0 

RT-LATE-PCR běžela dle reakčního protokolu v Tabulce č.3 (viz kapitola 4.4.3) 

v termocykléru CFX96 Touch (Bio-Rad). Fluorescence byla měřena v kanálech Cy5 a F A M , 

ale vyhodnocení proběhlo na základě fluorescenčního signálu z kanálu Cy5 pomocí softwaru 

Precision Melt Analysis (BioRad). Kvůli většímu souboru dat byly vzorky porovnávány 

na základě „Difference Curve" (křivka rozdílu) a ne na základě křivek tání jako u předešlých 

experimentů. 
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5 Výsledky 

5.1 Návrh primerů a sond 

Byly navrženy dvě sady primerů a lights-on/lights-off sond pro amplifikaci při reakci 

RT-LATE-PCR a detekci mutací v rámci amplikonů syntetických standardů - první sada 

primerů a sond 2512 a 2513 a druhá sada primerů a sond 2440 a 2441. Návrh primerů a sond 

se řídil především příkladem z publikace Tetrault et al. (2014). Návrhy byly upravovány tak, 

aby při kontrole pomocí softwaru PrimerDimer nebyly hlášeny problémy s dimerizací. 

5.2 Ověření funkčnosti primerů pomocí PCR v reálném čase 

Při ověřování funkčnosti primerů pomocí PCR v reálném čase byly amplifikované produkty 

detekovány pomocí interkalačního fluorescenčního barviva EvaGreen. 

Došlo k amplifikaci syntetických standardů u všech příměrových párů. Na Grafu č. 1 lze 

vidět, že amplifikační křivky standardů SARS-CoV-2 2512 a 2513 mají sigmoidní tvar, 

zatímco u vzorku negativní/beztemplátové kontroly (NC, Negative Control) nedošlo 

k amplifikaci. Při amplifikaci syntetického standardu 2512 primery 2549 a 2550 byla 

Ct hodnota 26 a při amplifikaci standardu 2513 stejnými primery byla Ct hodnota 27. 

A m p l i f i c a t i o n 

1 1 

2512 y 

2 5 1 3 _ _ _ 

• 
1 

NC 

0 10 20 30 40 

Cyc es 

Graf 1: Amplifikační křivka syntetických standardů SARS-CoV-2 2512 a 2513 a negativní 

kontroly při použití kombinace primerů 2549 a 2550 při PCR v reálném čase. 

NC: negativní kontrola 

2512 a 2513: syntetické standardy SARS-CoV-2 s lokálním označením 2512 a 2513 

Na základě tohoto výsledku byla potvrzena funkčnost navržených primerů 2549 a 2550. 

Pro účinnější amplifikaci standardu SARS-CoV-2 2440 byla lepší kombinace primerů 2506 

a 2539 oproti dvojici 2538 a 2539 (došlo při jejich k použití k účinnější amplifikaci, 
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reflektované nižším Ct a vyšší fluorescencí v posledním cyklu, viz Graf č. 2), a proto byla 

kombinace primerů 2506 a 2539 následně využita pro další testování. 

AmplifiDatJDn 

E 600 

1 1 1 1 1 1 1 1 • i i i i i i i • i i i 1 

2506 + 2 5 3 g ^ 

2538 + 2539 

- • " i 1 : = í 

o io 20 - ; 
Cycles 

Graf 2: Amplifikační křivka syntetického standardů SARS-CoV-2 2440 při použití dvojice 

primerů 2506 a 2539 a dvojice 2538 a 2539 při PCR v reálném čase. 

NC: negativní kontrola 

2506 + 2539: primery pro amplifikaci syntetických standardů 2440 a 2441 s lokálním označením 

2506 a 2539 

2506 + 2539: primery pro amplifikaci syntetických standardů 2440 a 2441 s lokálním označením 

2538 a 2539 

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

Při hodnocení optimální koncentrace sond v reakční směsi bylo, na základě rozdílných 

křivek tání u totožného syntetického standardu, zjištěno, že sada lights-on/lights-off sond 

(2540-2548) se neváže na amplikony syntetických standardů 2440 a 2441 specificky 

(viz Graf č. 3), a proto byla druhá sada primerů (2506 a 2539) a sond (2540-2548) z dalšího 

testování vyřazena. 
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Graf 3: Křivka tání lights-on/lights-off sond (2540-2548) o různých koncentracích 

při hybridizaci na syntetický standard SARS-CoV-2 2441. 

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

2, 3: lights-on sondy v koncentraci 0,05 umol/1, lights-off sondy v koncentraci 0,15 umol/1 

U první sady lights-on/lights-off sond (2251-2559) se problém se specifitou neobjevil 

a srovnáním křivek tání s rozdílnými koncentracemi lights-on a lights-off sond bylo určeno, 

že lepší signál poskytují sondy lights-on PM686 v koncentraci 0,15 umol/1 se sondami 

lights-off PM687 v koncentraci 0,05 umol/1 v reakční směsi; než sondy lights-on PM686 

v koncentraci 0,05 umol/1 se sondami lights-off PM687 v koncentraci 0,15 umol/1 v reakční 

směsi. 

5.3.1 Ověření specifity signálu lights-on/lights-off sond při hybridizaci na rozdílné 

syntetické standardy při LATE-PCR 

K ověření specifity signálu lights-on/lights-off sond při hybridizaci na rozdílné syntetické 

standardy SARS-CoV-2 byla použita metoda LATE-PCR. Lights-on/lights-off sondy 

hybridizovaly s amplikony syntetických standardů fragmentu genu pro S1 protein 

SARS-CoV-2 specificky a vykazovaly rozdílné profily křivky tání při hybridizaci 

u standardu 2512 (fragment genu pro SI protein u primárního SARS-CoV-2), standardu 

2513 (fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 s bodovou mutací odpovídající C23604G 

v genomu SARS-CoV-2) a standardu 3081 (fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 

s bodovými mutacemi odpovídajícími C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2) 

(viz Graf č. 4). 
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Graf 4: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci 

na syntetické standardy SARS-CoV-2 2512, 2513 a 3081. 

std2512: amplikon fragmentu genu pro SI protein u primárního SARS-CoV-2 s lokálním označením 

2512; v duplikátu 

std2513: amplikon fragmentu genu pro SI protein SARS-CoV-2 s bodovou mutací odpovídající 

C23604G v genomu SARS-CoV-2 s lokálním označením 2513; v duplikátu 

std3081: amplikon fragmentu genu pro SI protein SARS-CoV-2 s bodovou mutací odpovídající 

C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2 s lokálním označením 3081; v triplikátu 

5.3.2 Ověření reprodukovatelnosti a opakovatelnosti profilu získaných křivek tání 

při hybridizaci lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2 

při LATE-PCR 

Pro ověření opakovatelnosti získaných výsledku byla provedena hybridizace 

lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2 s lokálním označením 

2512 a 3081 při LATE-PCR v osmi opakováních. Lights-on/lights-off sondy hybridizovaly 

s amplikony syntetických standardů fragmentu genu pro SI protein SARS-CoV-2 specificky 

a vykazovaly rozdílné profily krivky tání při hybridizaci u standardu 2512 (fragment genu 

pro S1 protein u primárního SARS-CoV-2) i u standardu 3081 (fragment genu pro S1 protein 

SARS-CoV-2 s bodovými mutacemi odpovídajícími C23604G a C23557T v genomu 

SARS-CoV-2). Bodové mutace se vyskytují v oblasti amplikonu, pro kterou byly 

koncipovány sondy s fluorescenčním barvou Cy5, a proto výsledky detekujeme hlavně 

v tomto kanálu. V reakční ch směsích jsou také lights-on sondy značeny fluorescenční 

barvou F A M , ale žádné bodové mutace v oblasti amplikonu, pro kterou byly koncipovány 

sondy s fluorescenčním barvou F A M , se v aplikonu standardů 2512 ani 3081 nenachází. 
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Díky tomu je profil křivek tání při hodnocení signálu z kanálu F A M pro standard 2512 

i 3081 totožný (viz Graf č. 5, 6). 

Odlišnosti v profilech získaných křivek tání při osmi opakováních byly jen v rámci intenzity 

fluorescenčního signálu, ale nedošlo k posunu křivek (viz Graf č. 5, 6, 7, 8) a výsledky 

můžeme tedy označit za opakovatelné. 

Graf 5: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 3081 v osmi opakováních, kanál F A M . 

40 50 60 70 3ľ 90 

Temperature, Cels i js 

Graf 6: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 2512 v osmi opakováních, kanál F A M . 
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Graf 8: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 3081 v osmi opakováních, kanál Cy5. 

Pro ověření reprodukovatelnosti získaných výsledků byla provedena hybridizace 

lights-on/lights-off sond na syntetické standardy SARS-CoV-2 s lokálním označením 2512 

a 3081 při LATE-PCR v rozmezí několika dnů. Profily získaných křivek tání 

se signifikantně neodlišovaly (minima, stejně jako maxima byla při jednotných teplotách) 

a výsledky jsou tudíž reprodukovatelné (viz Graf č. 9 a 10). 
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Graf 9: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) získané při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 3081 v průběhu několika dní (A, B, C), kanál Cy5. 
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Graf 10: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) získané při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 2512 v průběhu několika dní (A, B, C), kanál Cy5. 
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5.3.3 Test citlivosti při rozlišení varianty SARS-CoV-2 ve směsi 

Pro test citlivosti při rozlišení varianty SARS-CoV-2 ve směsi byly použity syntetické 

standardy fragmentu genu SI SARS-CoV-2 s lokálním označením 2513 a 3081, které 

se vzájemně odlišují jednou bodovou mutací C23557T. Při hodnocení výsledků byla 

sledována změna profilu křivek tání ve směsných vzorcích o rozdílných poměrech 

syntetických standardů ve srovnání s profily křivek tání u samostatných standardů 

SARS-CoV-2. S klesajícím zastoupením standardu 3081 a zvyšujícím se zastoupením 

standardu 2513 ve směsném vzorku se tvar křivky tání postupně přibližoval tvaru křivky tání 

u samostatného standardu 2513 (viz Graf č . l l , 12 a 13). Profily křivek tání se u směsných 

vzorků se profilem jasně odlišovaly od křivek tání jednotlivých syntetických standardů 

i při směsném vzorku standardu 3081 a 2513 v poměru 5:13 (počet molekul v reakci: 

5 • 103 molekul 3081 a 1,3 • 104 molekul 2513). 
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Graf 11: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 3081 po LATE-PCR v triplikátu. 
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Graf 12: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci 

na syntetický standard SARS-CoV-2 2513 po LATE-PCR v duplikátu. 
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Graf 13: Křivky tání lights-on/lights-off sond (PM686 a PM687) při hybridizaci na směs 

syntetických standardů SARS-CoV-2 3081 a 2513 v různých poměrech po LATE-PCR. 

A: poměr standardů 3081 a 2513 přidaných do reakční směsi 4:5 

B: poměr standardů 3081 a2513 přidaných do reakční směsi 1:2 

C: poměr standardů 3081 a 2513 přidaných do reakční směsi 5:13 
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5.3.4 Test analyzovatelného limitu vstupní nukleové kyseliny (DNA standardu) 

Při testování analyzovatelného limitu vstupní D N A byl použit syntetický standard 

SARS-CoV-2 3081 (obsahuje 2,0 • 104molekul v 1 ul) v diluční řadě o lOx ředění. Na grafu 

č.14 vidíme, že amplifikace byla tím účinnější, čím méně zředěný byl vzorek. U vzorku 

s ředěním 10"4 k amplifikaci nedošlo vůbec. V grafu č. 15 lze vidět výsledek hybridizace 

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

diluční řadou. U vzorku s ředěním 10"4 není specifický signál sond, protože nedošlo 

k amplifikaci a sondy neměly k dispozici amplikony pro hybridizaci. U ostatních vzorkuje 

obvyklý profil získaných křivek tání, při kterých byly změny jen v rámci intenzity 

fluorescenčního signálu, ale nedošlo k posunu křivek. Lze tedy říci, že analyzovatelný limit 

vstupní nukleové kyseliny (DNA standardu) je při ředění zásobního standardu 10"3, 

což odpovídá 20 molekulám syntetického standardů SARS-CoV-2 3081 na 1 ul. 

Ampl i f icat ion 

K 300 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

1 

7 íoV / lo-y 

/ 10"4 : 

1 1 1 1 1 1 1 1 -— , — i — , — i — , — , — i — , — ^ 

** : jt  
! 1 1 1 I — ' 
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Graf 14: Amplifikační křivky diluční řady syntetického standardu SARS-CoV-2 3081 

získané při LATE-PCR, ředění lOx. 
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Graf 15: Křivky tání lights-on/lights-off sond při hybridizaci na amplikony syntetického 

standardu SARS-CoV-2 3081 ředěného diluční řadou, ředění lOx. 

5.3.5 Test rozlišení variant SARS-CoV-2 v reálných vzorcích metodou RT-LATE-PCR 

s hybridizaci se sondami lights-on/lights-off 

K ověření funkčnosti systému rozlišení variant SARS-CoV-2 při amplifikaci R N A 

SARS-CoV-2 z reálných vzorků metodou RT-LATE-PCR s hybridizaci se sondami 

lights-on/lights-off byly použity vzorky odpovídající variantě SARS-CoV-2 delta 

(B.1.617.2) ajejí podvarianty (AY.7.1, AY.4 , AY.43, AY.46.6, AY.121, AY.122, AY.127). 

U těchto variant se v námi amplifikované oblasti genu pro protein S1 SARS-CoV-2 objevuje 

jediná mutace C23557T přítomná u podvarianty delta AY.121. Pomocí softwaru Precision 

Melt Analysis (BioRad) byla naměřená fluorescence při hybridizaci sond lights-on/lights-off 

na jednovláknový produkt amplifikace analyzovaná pomocí „Difference Curve". Z analýzy 

byly vyřazeny vzorky, u kterých nedošlo k amplifikaci R N A vzorku. „Difference Curve" 

umožnila identifikovat a vizualizovat rozdíly mezi křivkami tání všech vzorků a jasně 

prokázala rozdíl křivek tání u třech vzorků R N A odpovídajícím podvariantě delta AY.121 

(obsahují mutaci C23557T) oproti všem ostatním amplifikovaným vzorkům, které mutaci 

neobsahovaly (viz Graf. č 16). 
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Graf 16: Analýza křivek tání lights-on/lights-off sond při hybridizaci na amplikony reálných 

vzorku R N A po RT-LATE-PCR pomoci Difference Curve. 

AY.121: tri vzorky SARS-CoV-2 odpovídající podvariantě delta AY.121 (obsahují mutaci 

C23557T). 

Ostatní vzorky odpovídají variantě delta (B.1.617.2) a podvariantám delta (AY.7.1, AY.4, AY.43, 

AY.46.6, AY.122, AY.127 (v zájmové oblasti nemají žádnou mutaci ajejich sekvence je totožná) 
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6 Diskuze 

Praktickým cílem diplomové práce byl návrh a otestování lights-on/lights-off sond 

testujících více mutací v jediné zkumavce pomocí metody RT-LATE-PCR. 

Byla ověřována funkčnost první i druhé sady primerů a specifita vazby lights-on/lights-off 

sond. První sada lights-on/lights-off sond (2551-2559) hybridizovala s amplikony 

syntetických standardů fragmentu genu pro SI protein SARS CoV-2 specificky a výsledkem 

byly rozdílné profily křivky tání při hybridizaci u standardu 2512 (fragment genu pro SI 

protein u primárního SARS-CoV-2), standardu 2513 (fragment genu pro SI protein 

SARS-CoV-2 s bodovou mutací odpovídající C23604G v genomu SARS-CoV-2) 

a-standardu 3081 (fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 s bodovými mutacemi 

odpovídajícími C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2). Bylo zjištěno, že druhá sada 

lights-on/lights-off sond (2540-2548) se neváže na amplikony syntetických standardů 2440 

a 2441 specificky a byla z dalšího testování vyřazena. Druhá sada lights-on/lights-off sond 

(2540-2548) nevykazovala specifickou vazbu na amplikony syntetického standardu 

fragmentu genu pro SI protein SARS-CoV-2, tudíž nemohla být použita pro další testování 

rozlišení D N A fragmentu genu pro SI protein u primárního SARS-CoV-2 2440 od D N A 

fragmentu genu pro SI protein SARS-CoV-2 2441 s osmi bodovými mutacemi oproti 2440. 

Při návrhu lights-on/lights-off sond podle předlohy Whitfield et al. (2020) bylo nutné 

navrhnout páry lights-on/lights-off sond, které budou hybridizovat s produkty 

RT-LATE-PCR v širokém teplotním rozsahu a pokryjí celou cílovou sekvenci při snížení 

teploty na konci amplifikace. U některých sond byla nutná úprava teploty tání sondy tím, 

že byly přidány nukleotidové neshody s cílovými sekvencemi. Sondy lights-on j sou kratší 

a lights-off delší. Sondy lights-on byly označeny fluoroforem a zhášečem na opačných 

koncích. Sondy lights-off obsahovaly pouze zhášeč na 3' konci. Tím, že jsou pro lights-on 

sondy využily dvě fluorescenční barvy detekované v rozdílných kanálech, výsledkem jsou 

dvě křivky tání, které svým jedinečným tvarem mohou odhalit mutace v rozdílných 

oblastech podél délky cíle. Jelikož je návrh takovýchto sond komplexní záležitostí 

a pro návrh lights-on/lights-off neexistuje software, došlo u druhé sady sond (2540-2548) 

pravděpodobně k přehlédnutí některého zásadního aspektu, který vedl k nespecifické vazbě 

sond a bohužel z praktických důvodů nebylo možné provést redesign a nákup nových sond. 

Přesný důvod nespecifické vazby druhé sady sond nebyl zkoumán a druhá sada 

lights-on/lights-off sond (2540-2548) byla z dalšího testování vyřazena. 
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Nepřítomnost vhodného kanálu pro měření fluorescence u fluorescenčního barviva Cy3 

vázaného na lights-on sondy 2543 a 2547 v používaném termocykléru CFX96 Touch 

(Bio-Rad) neměla na experiment vliv, protože k určení nespecifické vazby sond byly využity 

sondy značené fluorescenčním barvivem Tex 615. Nepřítomnost vhodného kanálu 

pro měření fluorescence u fluorescenčního barviva Cy3 byla chybou designu, protože nebylo 

předem zkontrolováno, zdali používaný termocyklér CFX96 Touch (Bio-Rad) obsahuje 

vhodný kanál pro měření signálu tohoto fluorescenčního barviva. 

Pro optimalizaci koncentrací lights-on/lights-off sond v reakční směsi vidíme v literatuře 

rozdílné přístupy. Carver-Brown et al. (2012), Tetrault et al. (2014) a Whitfield et al. (2020) 

měli koncentraci lights-off sond v reakční směsi nastavenu třikrát vyšší než koncentraci 

lights-on, aby bylo zaručeno, že každá navázaná sonda lights-on bude mít vedle sebe 

hybridizovanou sondu lights-off, která „zhasí" signál vedlejší sondy lights-on. Rice et al, 

(2012) namíchali reakční směs tak, že koncentrace lights-on sond byla stejná jako lights-off 

sond. V našich experimentech s první sadou lights-on/lights-off sond (2551-2559) 

se osvědčila výsledná koncentrace sond v poměru jako u novějších publikací Whitfielda, 

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

Při vyhodnocování experimentů byly použity křivky tání získané měřením fluorescence 

v kanálu pro fluorescenční barvivo Cy5, přestože první sada lights-on/lights-off sond 

(2551-2559) obsahuje také fluorescenční barvivo F A M . Stalo se tak z důvodu, že syntetické 

sondy SARS-CoV-2 2513 a 3081 i reálné vzorky R N A obsahovaly mutace v oblastech, 

pro které byly koncipovány sondy s fluorescenčním barvivem Cy5. Signál 

lights-on/lights-off sond v kanálu F A M jsme mohli také detekovat, ale pro syntetické sondy 

SARS-CoV-2 2513 a 3081 i reálné vzorky R N A bychom mohli sledovat stále stejný signál, 

protože se v oblastech koncipovaných pro sledování mutací pomocí sond s fluorescenčním 

značením F A M nenacházela žádná mutace. 

Mutace v syntetickém standardu D N A fragmentu genu pro SI protein SARS-CoV-2 

odpovídající C23604G v genomu SARS-CoV-2 s lokálním označením 2513 je zodpovědná 

za substituci P681R, arginin substituuje prolin na pozici 681, která je typická pro variantu 

delta (Liu et al, 2022). Pomocí metody LATE-PCR s hybridizací s lights-on/lights-off 

sondami na základě odlišného profilu křivek tání byly od sebe úspěšně odlišeny syntetické 

standardy 2512 (odpovídající fragmentu genu pro SI protein u primárního SARS-CoV-2) 

a 2513 (obsahující oproti standardu 2513 mutaci C23604G). Bohužel z časových důvodů 

nebyla možnost tento experiment zopakovat s reálnými vzorky a potvrdit tak schopnost 
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rozlišení mutace C23604G (odpovídající za substituci P681R) typické pro variantu delta 

od jiných variant SARS-CoV-2, které tuto mutaci neobsahují. 

Schopnost rozlišit amplikon s mutací a bez mutace na základě odlišného profilu křivek tání 

po RT-LATE-PCR u reálného vzorku byla ověřena pomocí aktuálně dostupných reálných 

vzorků. Na základě odlišného profilu křivek tání po RT-LATE-PCR s hybridizací 

se sondami lights-on/lights-off byly rozlišeny tři vzorky obsahující podvariantu 

SARS-CoV-2 delta AY.121 (obsahuje mutaci C23604G a C23557T v amplifikované 

oblasti) od ostatních vzorků obsahujících SARS-CoV-2 variantu delta a subvarianty, které 

kromě mutace C23604G sdílené všemi vzorky žádnou další mutaci neobsahovaly. 

Metoda LATE-PCR se sadami lights on/lights-off sond, které hybridizují se svými cílovými 

sekvencemi byla již úspěšně použita například při charakterizaci variant genu rpoB 

z Mycobacterium tuberculosis, sekvence v genu Místíc 

pro podjednotku 1 u mitochondriálního cytochromu C oxidázy, skenování mutací genu 

epidermálního růstového faktoru u člověka či například ke konstrukci diagnostických testů 

pro detekci patogenů spojených se sepsí (Carver-Brown et al, 2012; Rice et al, 2012; 

Tetrault et al, 2014), ale doposud nebyla publikována žádná aplikace na SARS-CoV-2. 

Prokázala jsem, že metoda LATE-PCR s hybridizací se sondami lights.on/lights-off má 

potenciál odhalit mutace v SARS-CoV-2, které se vyskytují v regionu vyhrazeném příměry. 

Pro uplatnění této metody v praxi by bylo potřeba dalšího výzkumu s různorodými standardy 

i reálnými vzorky, které by obsahovaly větší množství mutací v regionu vyhrazeném příměry 

pro získání databanky křivek tání jednotlivých mutací, a další ověření účinnosti této metody. 

Dále by bylo potřeba navrhnout nové sady primerů a lights-on/lights-off sond, které by 

pokryly větší část zájmové oblasti genu pro S protein a dalších oblastí genomu 

SARS-CoV-2. 
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7 Závěr 

Cílem diplomové práce bylo designovat a otestovat lights-on/lights-off sondy testující více 

mutací v oblasti vyhrazené primery zleva a zprava v genu pro SI protein SARS-CoV-2 

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

Byly navrženy dvě sady primerů a lights-on/lights-off sond v souladu s příkladem Tetrault 

et al. (2014) k detekci mutací v různých amplikonech fragmentů genu pro SI protein 

SARS-CoV-2. Následně byla ověřena funkčnost primerů pomocí amplifikace 

odpovídajících syntetických D N A standardů. Funkčnost příměrového páru s lokálním 

označením 2549 a 2550 byla potvrzena a v rámci druhé sady primerů byla účinnější 

amplifikace u příměrového páru 2506 a 2539, a proto byl tento příměrový pár použit 

pro další testování. 

Při optimalizaci koncentrací lights-on/lights-off sond v reakci se ukázalo, že druhá sada 

sond, navržená pro detekci mutací v amplikonech syntetických standardů 2440 a 2441 

pro gen SI SARS-CoV-2 lišících se osmi bodovými mutacemi, se neváže na amplikon 

standardu specificky a z dalšího testování byla vyřazena. U první sady lights-on/lights-off 

sond bylo zjištěno, že lepší signál poskytují sondy lights-on v koncentraci 0,15 umol/1 

se sondami lights-off v koncentraci 0,05 umol/1 v reakční směsi. 

Byla ověřena specifita signálu lights-on/lights-off sond při hybridizaci na rozdílné 

amplikony syntetických standardů získaných při LATE-PCR. Specifita signálu 

lights-on/lights-off sond byla ověřena u standardu 2512 (fragment genu pro SI protein 

u primárního SARS-CoV-2), standardu 2513 (fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 

s bodovou mutací odpovídající C23604G v genomu SARS-CoV-2) a standardu 3081 

(fragment genu pro SI protein SARS-CoV-2 s bodovými mutacemi odpovídajícími 

C23604G a C23557T v genomu SARS-CoV-2). Výsledky potvrdily, že metoda LATE-PCR 

s hybridizaci lights-on/lights-off sond je reprodukovatelná i opakovatelná. Detekční limit 

metody byl 20 molekul syntetického standardu 3081 v 1 ul (fragment genu pro SI protein 

SARS-CoV-2 s bodovými mutacemi odpovídajícími C23604G a C23557T v genomu 

SARS-CoV-2). Test citlivosti při rozlišení varianty SARS-CoV-2 ve směsi dvou 

syntetických standardů - fragmentu genu SI SARS-CoV-2 s lokálním označením 2513 

a 3081 vzájemně se odlišujícími jednou bodovou mutací C23557T ukázal, že je na základě 

odlišných profilů křivek tání možno odlišit směsný vzorek od vzorků s jednotlivými 

standardy i při poměru standardu 3081 a 2513 5:13 (počet molekul v reakci: 5 • 103 molekul 
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3081 a 1,3 • 104 molekul 2513). 

Při testu rozlišení variant SARS-CoV-2 v reálných vzorcích obsahujících variantu 

SARS-CoV-2 delta a (B.1.617.2) a její podvarianty (AY.7.1, AY.4 , AY.43, AY.46.6, 

AY.121, AY.122, AY.127) metodou RT-LATE-PCR s hybridizací se sondami 

lights-on/lights-off byly v rámci 96 vzorků pomocí softwaru Precision Melt Analysis a při 

použití funkce „Difference Curve" správně odlišeny jediné tři vzorky SARS-CoV-2 

odpovídající podvariantě delta AY.121, která obsahuje jako jediná v cílové oblasti oproti 

ostatním vzorkům v genomu mutaci C23557T. 

Metoda LATE-PCR s hybridizací se sondami lights-on/lights-off má potenciál odhalit 

mutace v SARS-CoV-2, které se vyskytují v regionu vyhrazeném primery. Pro reálné 

uplatnění navržených lights-on/lights-off sond by bylo potřeba dalšího testování 

se standardy i reálnými vzorky, které by obsahovaly větší množství mutací v zájmové 

oblasti. Pro rozlišování variant SARS-CoV-2 by bylo potřeba navrhnout nové sady primerů 

a lights-on/lights-off sond, které by pokryly větší část zájmové oblasti genu pro S protein 

a dalších oblastí genomu SARS-CoV-2. 
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Příloha 2: Nukleotidové sekvence použitých primerů a sond - 1. sada. 

Příloha 3: Nukleotidové sekvence použitých primerů a sond - 2. sada. 
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Příloha 1: Nukleotidové sekvence použitých syntetických standardů 

Označení Sekvence (5 '-3') 

TACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTC 

CCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTCTA 

CAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAAC 

ATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCG 

CTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCCTCGGCGGGCACGTAGTGTAGCTA 
Syntetický GTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGC 

standard 2512 TTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACC 

ACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATG 

TACATTTGTGGTGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGCA 

GTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCT 

TACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGATGTTAACTGCACAGAAGTC 

CCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATTCTA 

CAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTGAAC 

ATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCCATTGGTGCAGGTATATGCG 

Syntetický CTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCGTCGGCGGGCACGTAGTGTAGCTA 

standard 2513 GTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGTTGC 

TTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTTACC 

ACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACAATG 

TACATTTGTGGTGATTCAACTGAATGCAGCAATCTTTTGTTGCAATATGGCA 

GTTTTTGTACACAATTAAACCGTGCT 

GACATTACACCATGTTCTTTTGGTGGTGTCAGTGTTATAACACCAGGAACA 

AATACTTCTAACCAGGTTGCTGTTCTTTATCAGGGTGTTAACTGCACAGAA 

GTCCCTGTTGCTATTCATGCAGATCAACTTACTCCTACTTGGCGTGTTTATT 

CTACAGGTTCTAATGTTTTTCAAACACGTGCAGGCTGTTTAATAGGGGCTG 
Syntetický AACATGTCAACAACTCATATGAGTGTGACATACCTATTGGTGCAGGTATAT 

standard 3081 GCGCTAGTTATCAGACTCAGACTAATTCTCGTCGGCGGGCACGTAGTGTAG 

CTAGTCAATCCATCATTGCCTACACTATGTCACTTGGTGCAGAAAATTCAGT 

TGCTTACTCTAATAACTCTATTGCCATACCCACAAATTTTACTATTAGTGTT 

ACCACAGAAATTCTACCAGTGTCTATGACCAAGACATCAGTAGATTGTACA 

ATGTACATTTGTGGTGATTCAA 



Pokračování tabulky č. 1 

Označení Sekvence (5 '-3') 

GTCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGT 

GTCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAG 

ATTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGG 

GCAAACTGGAAAGATTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGAT 

TTTACAGGCTGCGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTA 
Syntetický 

AGGTTGGTGGTAATTATAATTACCTGTATAGATTGTTTAGGAAGTC 
standard 2440 

TAATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAG 

GCCGGTAGCACACCTTGTAATGGTGTTGAAGGTTTTAATTGTTACT 

TTCCTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTGTTGGTTAC 

CAACCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTTTGAACTTCTACATGCAC 

CAGCAACTGTTTG 

TCCTATATAATTCCGCATCATTTTCCACTTTTAAGTGTTATGGAGTG 

aCTCCTACTAAATTAAATGATCTCTGCTTTACTAATGTCTATGCAGA 

TTCATTTGTAATTAGAGGTGATGAAGTCAGACAAATCGCTCCAGGG 

CAAACTGGAAAGtTTGCTGATTATAATTATAAATTACCAGATGATTT 

TACAGGCTGgGTTATAGCTTGGAATTCTAACAATCTTGATTCTAAG 
Syntetický 

GTTGGTGGTAATTATAATTACCTGaATAGATTGTTTAGGAAGTCTA 
standard 2441 

ATCTCAAACCTTTTGAGAGAGATATTTCAACTGAAATCTATCAGGC 

CGGTAGCACAgCTTGTAATGGTGTTGAAcGTTTTAATTGTTACTTTC 

CTTTACAATCATATGGTTTCCAACCCACTAATcGTGTTGGTTACCAA 

CCATACAGAGTAGTAGTACTTTCTTaTGAACTTCTACATGCACCAGC 

AACTGTTTG 
Malým písmem jsou u syntetického standardu 2441 označeny SNP oproti standardu 2440. 



Příloha 2: Nukleotidové sekvence použitých příměrů a sond - 1. sada. 

Označení Směr Sekvence (5'-3') 5' modifikace 3' modifikace 

Primer 2549 F 
CACGTGCAGGCTGTTT 

AATAGGGGC 

Primer 2550 R 
GGGTGGGTATGGCAAT 

AGAG 

Sonda 2551 
TGAACATGTCAACAAC 

a 
BHQ-2 

Sonda 2552 aaTCATATGAGTGTGAC 

ATACCCATT 
Cy5 BHQ-2 

Sonda 2553 atGGTGCAGGTATAT BHQ-1 

Sonda 2554 aGCGCTAGTTATCAGA 

CTCAGACt 
F A M BHQ-1 

Sonda 2555 TAATTCTCCTCGGCta BHQ-2 

Sonda 2556 ttGGGCACGTAGTGTAG 

CTAGTCAA 
Cy5 BHQ-2 

Sonda 2557 gTCCATCATTGCCTAC BHQ-1 

Sonda 2558 aACTATGTCACTTGGTG 

CAGAAAATT 
F A M BHQ-1 

Sonda 2559 atCAGTTGCTTACTat BHQ-1 

F: forward, R: reverse 

Cy5 a FAM: fluorescenční barviva 

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



Příloha 3: Nukleotidové sekvence použitých příměrů a sond - 2. sada. 

Označení Směr Sekvence (5'-3') 5' modifikace 3' modifikace 

Primer 2538 F 
GCGGCTTGATTCTAAG 

GTTGGTGG 

Primer 2539 R 
TACTACTCTGTATGGT 

TGGTAACC 

Primer 2506 F 
TCTAACAATCTTGATT 

CTAAG 

Sonda 2540 TTATAATTACCTGTAa BHQ-2 

Sonda 2541 
tTAGATTGTTTAGGAAG 

TCTAATCTCAA 
T E X 615 BHQ-2 

Sonda 2542 tcACCTTTTGAGAGAGA BHQ-2 

Sonda 2543 
TATTTCAACTGAAATC 

TATCta 
Cy3 BHQ-2 

Sonda 2544 
AGGCCGGTAGCACACC 

T 
BHQ-2 

Sonda 2545 
aaTGTAATGGTGTTGAA 

GGTTTTAATT 
T E X 615 BHQ-2 

Sonda 2546 taGTTACTTTCCTTTA BHQ-2 

Sonda 2547 
ttCAATCATATGGTTTC 

CAAa 
Cy3 BHQ-2 

Sonda 2548 aaCCCACTAATGGTGTT BHQ-2 

F: forward, R: reverse 

TEX 615 a Cy3: fluorescenční barviva 

BHQ-2: Black Hole Quencher-2, zhášeč 


