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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva studiem koronavird, jejich diagnostikou a nasledné moznou
konstrukci rekombinantni vakciny na bazi liposmalnich nosicti rekombinantnich antigend.
Experimentalni ¢ast diplomové prace se dotyka dvou rovin. Nejdriv byla méfena a zkoumana
diagnostika viru SARS-CoV-2 metodu real-time PCR. Bylo pracovano s biologickym
materialem velkého poCtu pacienti. Spole¢né se zakladnim stanovenim pfitomnosti viru bylo
zkoumano, jak je virova Castice stabilni v Case, jak odolava teplotnim zménam, jaky vliv ma
nafedéni nosného media na hodnotu Ct a dalsi dil¢i experimenty. Ze vSech metadat je v zavéru
vyhodnocena nejpiinosné&jsi varianta pro diagnostiku patogenu. Experimentalni ¢ast nasledné
navazuje na moznou terapii pomoci rekombinantnich vakcin. Tato problematika je velmi
aktualni a hybe celou odbornou vetejnosti. Byly pfipraveny liposomy, které v rekombinantnich
vakcinach slouzi jako nosiCe bioaktivnich latek. Liposomy byly homogenizovany extruzi
na pozadovanou velikost a rizn€ povrchové modifikovany. Bylo zkoumano navazani antigenu,
stalost v Case a pripadna degradace. Liposomy byl charakterizovany pomoci DLS, nanoflow
cytometrie a elektronové mikroskopie.

ABSTRACT

This thesis deals with the study of coronaviruses, their diagnostics and subsequently the
possible construction of a recombinant vaccine based on liposomal carriers of recombinant
antigens. The experimental part of the thesis touches upon two levels. First, the diagnosis of
SARS-CoV-2 virus was measured and investigated by real-time PCR. Biological material of a
large number of patients was worked with. Together with the basic determination of the
presence of the virus, the stability of the viral particle over time, its resistance to temperature
changes, the effect of dilution of the carrier medium on the Ct value and other sub-experiments
were investigated. From all the metadata, the most useful variant for pathogen diagnosis is
finally evaluated. The experimental part is then followed by a possible therapy with
recombinant vaccines. This issue is very topical and moves the whole professional community.
Liposomes have been prepared which serve as carriers of bioactive substances in recombinant
vaccines. The liposomes were homogenized by extrusion to the desired size and variously
surface modified. Antigen binding, stability over time and possible degradation were
investigated. Liposomes were characterized by DLS, nanoflow cytometry and electron
microscopy.
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1 UVOD

V soucasnosti zazivaji moderni biotechnologické metody velky rozvoj. Jejich rozvoj a vyvoj
jesté urychlila svétova pandemie COVID-19. Poptavka po diagnostickych metodach byla
nekolikanasobné vétsi a diagnostika jednoho patogenu se stala soucasti kazdodenniho
fungovani. Diky tomu bylo nezbytné pfizpusobit klinickou praxi obrovskému naporu a zaroven
byl vyvijen enormné velky tlak na odbornou vefejnost na vyvoj rychlé a spolehlivé vakciny.
PCR je jednou z nejdiskutovanéjSich analyz. Je to prakticky jedind spolehlivd moznost
prokdzani virové cCastice v organismu. Diky amplifikacnim kfivkam je mozno stanovit
ptritomnost virové castice. Metodu PCR vynalezl v roce 1983 laureat Nobelovy ceny Kary
Mullis, pfi badani o sekvenaci nukleonovych kyselin. Od té doby je PCR jednou ze zakladnich
chemickych technik a jeji vyuziti je velmi Siroké, a to predev§im kvuli vysoké citlivosti,
specificnosti a rychlosti. V dne$ni dobé existuje vice typa polymerazové fetézové reakce —
zalezi na konkrétnim uzivateli a jeho potiebach. Paklize je spolecnost schopna detekovat
prislusny patogen, je zadouci proti nému bojovat. Jedna z moznosti jsou rekombinantni
vakciny. Tyto vakciny obsahuji pouze fragment patogenu, proti kterému jsou cileny. Tato
Castice nasledné vyvola imunitni odpovéd” a diky obsahu pouhého fragmentu patogenu se
vyrazn€ snizuji mozné nezadouci ucinky. Nejznaméj§i rekombinantni podjednotkovou
vakcinou je v Ceské republice vakcina proti Zloutence typu B, ktera je soudasti tzv.
hexavakciny.

V historii uz bylo n€kolik svétovych pandemii, které bez modernich diagnostickych metod a
nasledné spravné terapie byly mnohem smrteln&jsi. Obecné plati, o¢kovani je jeden z nejvétsich
objevu lidstva a diky proockovanosti populace se podafilo vymytit nékteré infekcni

onemocnénim, jako byly pravé nestovice



2 TEORIE
2.1 RT-PCR aPCR

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je molekularni metoda, ktera je v souCasnosti velmi
vyuzivand. Jednd se o analytickou metodu zalozenou na opakované denaturaci
deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Nasledné se uvolnéné fetézce renaturuji. Tyto fetézce
obsahuji specifické oligonukleotidy, které jsou v nadbytku. Nasledné slouzi jako primery
pro syntézu nového fetézce DNA. Cela metoda probiha in vitro v termocycleru, ktery méni
teplotu v pozadovanych intervalech. Vysledkem je velké mnozstvi vytvorenych kopii ptivodni
sekvence DNA. Vystupem je amplifika¢ni kfivka, ktera je nositelem informace o prabéhu
meéfeni [1][2].
Paklize je potfeba amplifikovat jednovlaknovou RNA (mRNA) namisto DNA, 1ze vyuzit PCR
s reverzni transkripci. Metoda se oznacuje RT-PCR a vyizolovanda mRNA je prevedena
enzymem reverzni transkriptazy na komplementarni DNA (¢cDNA). Poté probéhne bézna PCR
a vystupem je opé€t amplifikacni kiivka [1][2].
RT-PCR se vyuziva ve védeé a vyzkumu ale také v bézné laboratorni praxi, a to predevsim
v diagnostickych laboratofich pro stanoveni vybranych dédicnych a infekénich onemocnéni
[11[2].

2.1.1 Priprava analytu

Na PCR je nutné analyt pripravit. Momentalné€ se uzivaji tzv. izolacni a bezizolacni metody.

Bezizola¢ni metoda je rychlejsi a levnéjsi nezizolacni proces. Nosné medium, ve kterém ma byt
prokazana ptitomnost RNA viru, se zcentrifuguje a nasledné napipetuje do mastermixové smeési
pro PCR reakci. Centrifugace musi byt dostatecné dlouha a pocet ota¢ek musi odpovidat slozeni
nosného media.[1][3]

Pridani izola¢niho kroku je Casové a finan¢né€ narocnéj§i nez u bezizolacnich technik. Jeji
presnost a kvalita vysledkl je ale mnohem vyssi. Nosné medium s biologickym materialem se
radné protiepe na vortexu a napipetuje do pripravené desky, kde jsou pfitomny magnetické
partikule. Procesem extrace se nukleonové kyseliny vyizoluji a do termocykleru se
v prislusnych stripech dostane pouze izolat. Proces izolace se odviji od konkrétni techniky,
nicméné fadoveé trva do 30 min od zacatku izolace. Izolace nemusi byt zalozena pouze na
magnetické separaci. Dal§i moznosti, jak vyizolovat nukleonové kyseliny jsou napftiklad —

organicka extrace, extrakce pomoci silikat, vysoleni DNA z roztoku apod [1][3].



2.1.2 Prubéh rekce v termocycleru

Amplifikace probiha ve tfech krocich, které na sebe navazuji a v pozadovanych intervalech
se opakuji. Doba trvani jednotlivych cykli se mirné 1isi a je prednastavena od vyrobce
a dodavatele konkrétnich reagenci. V piipadé pouziti in-haus metod, je nutné optimalizovat

teplotni profily PCR.
1. Denaturace
2. Annealing
3. Elongace, extenze, synteticka faze

V prvnim kroku se DNA rozpada (cca 90 °C) a zanikaji vodikové mustky mezi dusikatymi
bazemi. V molekularni chemii se tomuto procesu fiké, ze z dsDNA (dvouvlaknova DNA)
vznikne ssDNA (jednovldknova DNA). Navazujici krok hybridizace probiha za nizsi teploty
(zpravidla 55 °C) a jednoretézcova DNA, ktera vznikla pfi denaturaci, zaCinaji renaturovat.
Vétsinou jsou pritomné oligonukleotidy v nadbytku a zacinaji hybridizovat se svou
komplementarni sekvenci. U oligonukleotidt je proces mnohem rychlejsi nez u jednofetezcové
DNA. Teplota, za které proces annelingu probiha je velmi dulezita. Paklize je nizka, primery
nasedaji 1 na ne zcela komplementarni ¢asti a dochézi k vytvoreni nespecifického produktu. Pti
vysoké teploté naopak primery hybridizuji nedostatecné a vysledného produktu vznikne
nedostate¢né mnozstvi. V poslednim kroku reakce probiha syntéza nové vzniklych fetezca.
Teplota v termocykleru je oproti hybridizaci trochu vys$si, nicméné nedosahuje hodnoty teploty
denaturace. Oligonukleotidy, které se navazaly na jednotetezcovou DNA slouzi jako primery
pro DNA polymerazu, coz je enzym zajiStujici syntézuDNA [3][4].

Po prvnim cyklu PCR je pocet fetézci DNA dvojnasobny. Vyhodou metody je, Ze je samo
zasobovaci. V kazdém dal§im cyklu slouzi jako templat pro polymerazu nové vytvoreny fetézec
z predchoziho cyklu. Je tedy ziejmé, Ze pocet nove vytvorenych fetézci ma exponencialni trend

pribytku [3][4].

Cykla, které se opakuji, je v klasické verzi PCR 42. Jednoduchou matematiku lze spocitat,
z7e po 30 cyklech je ve stripu pfitomno 10° x vice specifického produktu. V praxi je to ale limitni
hodnota, ke které se analyza pouze priblizuje. Tolik kopii DNA nevznika, protoze dochazi

k postupnému vycerpavani reagenci v prubéhu celé amplifikace.



2.1.3 Detekce fluorescencniho signalu

V procesu hybridizace dojde k odstépeni fluoroforu a fluorescencni signal je detekovan
uvolnénim energie. Fluorofor je chemicka sloucenina (Casto heterocyklicky polyaromaticky
uhlovodik), ktera je navdzana na amplikon, nebo je jim znaCena fluorescencni sonda. Vysledna
fluorecescence (emise) se odviji od schopnosti absorpce a emise fotont. Jak moc fluorofor
emituje fotony je silné zavislé na teploté, proto ma kazda PCR reakce odlisné nastaveny teplotni

profil. Detekce se sklada ze tfi fazi:
e Excitace
e Emise
e Vyhodnoceni dat

Fluorofory po ozareni excituji do vyssi energetické hladiny (proces excitace), nasledné se zpét
navrati do své energetické hladiny a energie, ktera je nadbyteCna je vyzarena ve formé
fluorescen¢niho zareni (proces emise) Nasledné jsou vSechny naméfend data o fluorescencnim

signalu ptevedena do PC, kde jsou kfivky vyhodnoceny na pfitomnost virové ¢astice [1][3][11].

2.1.4 Alelicka diskriminace

Jednd se jednu zmetod kur€eni genotypu pomoci real-time PCR. Diskriminaéni PCR
se provadi u vzorku, které jiz byly detekovany jako pozitivni. Jako pozitivni vzorek se oznaci
analyt, ktery vykazuje pfitomnost studovaného genu, nebo jeho fragmentu. Pomoci této
specifické techniky je mozno urcit konkrétni typ virové Castice, respektive zmeéné jeji RNA
(ptipadné DNA). Pfedem musi byt definovano, kterd konkrétni varianta mutace je hledana a
pro tu konkrétni mutaci je diskriminacni test navrzen. 7ermocycler vztahne intenzitu
fluorescence vzorku k intenzité referencni v kazdé jamce stripu a specifické sondy je zobrazi
v alelo diskrimina¢nim plotu podle jejich umisténi. Zaroven je pfifazen i konkrétni genotyp
[516].

Mutovani viru je v piirodé zcela bézna véc. Typt mutace je nékolik, nicméné vzdy vedou
ke zméné genomu viru. Mohou napt. zvySovat virulenci, snizuji pienositelnost viru, nebo vir

snadn¢ji bojuje s protilatkami ockovani. Vybrané varianty se mohou v priabéhu casu
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modifikovat, objevovat a zanikat. Zmény se nejcastéji déji na schopnosti vazat se na receptor,
coz znamena snadnéjsi nalezeni hostitele (vyS$si transmisibilita). V této praci je pro spravné a

ucelené vysvétleni ukazano, jak metoda funguje pfi detekci viru SARS-CoV-2. Tento vir byl
vybran diky globalni aktualnosti a velmi rychlé tvorbé novych mutacnich variant. Jeho

fylogeneticky strom jesté neni zcela probadan [5][6].

2.1.5 Princip metody

Diskriminaéni polymerazova reakce je schopna detekovat specifické sekvence volnych gent
RdRp, E a N v jedné reakci. Jednotlivé geny se detekuji pomoci zvySené fluorescence, diky
ptitomnosti fluorofort — viz tabulka cCislo 1. Tyto tii geny jsou pouzity jako cile pro screening
koronaviri. Gen E ma vysokou uroven homogenity (98,7 %), N protein stabilizuje virovou
mRNA a mutace na ném zvySuji virovou infek¢nost a gen RdRp (RNA — dependentni RNA
polymeraza) piimo fidi syntézu komplementarnich molekul [12][13][14].

Jako kontrolni mechanismus celé metody slouzi interni kontrola IC. Interni kontrola je tvofena
z molekul nukleové kyseliny, které obsahuji vazebna mista pro dané primery. IC slouzi ke
kontrole spravné izolace, ucinnosti kroku reverzni transkripce (prepis RNA do dDNA) a
ucinnosti PCR amplifikace (respektive inhibice PCR). Pozitivni amplifikace IC je detekovana

ve fluorescencnim kanalu pro fluorofor HEX [7][12][13][14].

Gen Kanal
RdRp FAM
N gen Cy5
IC HEX
E484K ROX
ERC Q705

Tabulka cislo 1: Usporaddani genii a prirazenych fluorescencnich kandlii
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2.1.6 Vyhodnoceni

Amplifikacni kiivky, které termocycler detekuje, je nutné spravné interpretovat. Je nezbytna
spravna kombinacni technika jednotlivych fluorescencnich kanali. Paklize neni signal
detekovan ani v jednom kanalu, je nutné opakovat celé vySetieni pfislu§ného biologického

materialu.

Tabulka cislo 2: Shrnuti vyhodnoceni alelické diskriminacni reakce

Q705 | ROX | FAM | CyS HEX | Vysledek Interpretace Koéd mutace
ERC | E484 | RdRp/
gen N IC
K E
+/- + ‘ SARS-Co-2 B1.1.7
+ + +/- validni .
pozitivni
+/- + ‘ SARS-Co-2 B 1.351
- + +/- validni .
pozitivni
+/- - ) SARS-Co-2 P.1
+ - +/- validni ‘
negativni
- + ‘ SARS-Co-2 B 1.617.2/
— + - validni
negativni B 16173
- - - - - nevalidni X -

Kazda mutace ma piirazeny kod, ktery je kombinaci €islic a pismen. Tyto kody byly vytvoreny
a certifikovany vladni organizaci US CDC (Centres for Disease Control and Prevention, USA)
a jsou neustale aktualizovany. Detekce jednotlivych mutaci jsou klasifikovany do dvou trid —
Variant of Concern (VOCs) a Variant of Interest (VOI). Spole¢nost WHO kazdé rozsifené
varianté udéli nazev dle pismen fecké abecedy. Zpocatku se nové varianty viru pojmenovavaly
dle statniho celku, kde byly poprvé objeveny. Postupem casu se toto znaceni jevilo
jako nest’astné, proto se od toho celosvétoveé upustilo a nahradilo prave feckou abecedou. Pro
tuto praci jsou vybrany mutace, které jsou v populaci nejrozsitenéj$i a jejich zachyt je na denni

bazi. Tabulka Cislo 3 ukazuje, jaké kody jsou piifazené konkrétnim pojmenovanim [7][8].

Prehledné jsou v tabulce Cislo 3 uvedeny nejvyznamnéjsi mutace, které vyrazné ovlivnily §ifeni

viru.
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Tabulka cislo 3: Shrnuti nejdiilezitéjsich mutaci viru SARS-CoV-2

Varianta Statni identifikace WHO oznaceni
B1.1.7 UK Alfa
B 1351 JAR Beta
P.1 Brazilie/Japonsko Gamma
B 1.617.2/B 1.6173 Indie Delta/Kappa
B.1.1.529 Kolumbie Omikron

2.1.7 Bezpecnost prace a kontaminace

Klinické laboratote, kde se pracuje s biologickym materialem maji nékolik trovni ochrany
a zabezpeceni. Dle Statniho tradu pro jadernou bezpecnost (SUJIB) jsou 4 zakladni kategorie,
které jsou odstupnované dle vyse rizika. Molekularni diagnosticka laboratot, kde se koronaviry
detekuji, spada do urovné BLS2. Je nutné dodrzovat spravnou laboratorni praxi, nosit ochranné
odévy, laboratorni prostory musi byt spravné oznacCeny symbolem biologického nebezpeci,
cesta vzorku musi byt uzaviena. Pracovnici musi mit ptislusné vzdélani a musi byt dikladné

proskoleni vnittnimi smérnicemi [1][9][10].

Vsechna vySe zmin€na nafizeni vedou k bezpecné praci s biologickymi agens a maji predchazet
vzniku kontaminace a vydani faleSné pozitivniho, respektive faleSné negativniho, vysledku
diagnostického vySetfeni. Kontaminace je jeden z nejvice obavanych problémua v klinické
laboratofi. Kontaminovany run piijatych vzorka pacienti je nutné vySetfit znovu ve vSech
krocich diagnostiky. Kontrolnim mechanismem celého vysetfeni je aditivni interni kontrola,
ktera se prfidava do kazdé jamky izolacni desky a do vSech pozic ve stripu v termocycleru.
Kontaminace je asove i1 financn€ zatézova a je nezbytné konat vSechny kroky tak, aby se ji
snazilo maximalné predejit. V pfipad€, ze je v pozici negativni kontroly (vétSinové RNA free
voda) zvySena fluorescence, je patrné, ze doSlo ke kontaminaci vzorkd uz v izolatoru

[1][9][10].
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2.2 Liposomy

Liposomy jsou lipidni membranové struktury, které jsou mimo jiné vyuzivany k prenosu
bioaktivnich latek pfimo do nitra bun€k. Jsou to uzaviené systémy tvorené lipidovymi
dvojvrstvami, které se svou velikosti casto klasifikuji jako nanostruktury. Pravé diky podobné
struktufe s biomembranami jsou v imunologii a farmakologii vyuzivany jako cilené nosice,
transportni média a vektory [48][49][62].
Usporadani lipidové struktury je zavislé na teploté a hydrataci. Struktura je také je zavisla na
délce mastné kyseliny (respektive na jejim acylovém fetézci). Zalezi také na tom, do jaké miry
je saturovan uhlovodikovy fetézec (presnéji na pocCtu a umisténi dvojnych vazeb) a na sile a
mnozstvi Van der Waalsovych mezimolekularnich interakci. Fyzikalné-chemické vlastnosti
se u liposomt odviji od jejich vlastniho slozeni, pH, teploty, velikosti, metody pfipravy
a lamerality.
Stabilita liposomu je rizna. Faktory, které stabilitu ovliviiyji se déli do ctyf skupin
[48][49][62].

e Fyzikalni stabilita

e Chemicka stabilita

e Koloidni stabilita

e Biologicka stabilita[S0]
Fyzikalni stabilita méa vliv na in-vivo aplikace liposomil. Primarné se jedna o interakci
s buitkkami a extracelularnimi strukturami. Fyzikalni typ stabilizace urCuje Zeta potencial
a mensi prispévek tvori morfologie a fosfolipidové slozeni. Zeta potencial je veliCina, ktera
urCuje elektrostatické interakce mezi jednotlivymi cCasticemi. Naméfené hodnoty Zeta
potencialu podavaji informace o disperzich, agregacich a flokulacich. VSeobecné plati,
ze pokud je naméfeny Zeta potencial vétsi nez 30 mV (respektive mensi nez 30 mV) povazuje
se liposomalni koloidni systém za stabilni [S1][52][53].
Chemicka stabilita vyplyva z nachylnosti k degradacnim procesim v biomolekule. Zpravidla
se jedna o proces oxidace (radikalova organicka reakce), které se ucastni nenasycené mastné
kyseliny. Tyto kyseliny maji v uhlikatém fetézci nasobné vazby, respektive delokalizované
elektrony. Na tyto elektrony cili kyslikaté radikaly a vazby stépi. V zavéru reakce dojde
k odstépeni mastnych kyselin z fosfolipidové molekuly. V dalSich stupnich hydrolyzace dojde
k vytvoreni glycerfosfatu. Zminéné procesy jsou v zasadé nezadouci. Oxidaci lze predejit

uzitim Cistych chemikalii a zabranénim pfistup
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svétla, nebo pridanim antioxidantt. Hydrolyza fosfolipidu je zavisla na teploté a pH. Pfi vhodné
zvolenych podminkach, se 1ze hydrolyze znatelné€ vyvarovat [S1][52][53].

Koloidni stabilita je velmi dilezity parametr, ktery byl v minulosti hluboce zkouman. Stabilita
liposomové disperze je dana pfitazlivymi a odpudivymi silami. Plati pfima uméra — ¢im vétsi
odpudivé sily, tim vyssi stabilita struktury. Moderni pfipravy liposomil pracuji
s elektrostatickou stabilizaci a sterickou stabilizaci. Elektrostaticka stabilita je zaloZena na tom,
ze hustota povrchového naboje je natolik velka, ze prevazi prispévek odpudivé elektrostatické
sily nad pfitazlivymi van der Waalsovymi silami, coz ma souvislost se Zeta potencialem.
Stericka stabilita je zalozena na adsorpci polymeru na povrch liposomu. Predev§im jde
o znemoznéni adsorpce plasmatickym proteinim. Na kazdy hydrofilni konec polymeru ptsobi
pritazlivé a odpudivé sily (pfi dostateCném priblizeni). To zabrafiuje nezadouci agregaci. Tuto
skuteCnost vyuzivaji pfedev§im in-vivo aplikace. Diky tomu se snizuje moznost rozpoznani

liposomu imunitnim systémem organismu [S0][54][63][64].

«— Hydrofilni ¢ast — kulovity tvar

Hydrofobni ¢ast — fetezec — |

Obrazek cislo 1: Struktura liposomu [74]

2.2.1 Klasifikace liposomu

Liposomy se v praxi déli dle velikosti, povrchového naboje, podle poctu lamel, specializace,
cirkulace atd. Nejvyznamnéjsi faktory jsou — klasifikace dle velikosti, dle naboje a podle poctu
lamel [55].

Velikost liposomil se pohybuje 20nm—10 um. Liposomy lze tfidit na malé, stfedni, velké,
oligomeléarni a multilamelarni (viz tabulka cCislo 4).

Déleni podle naboje je dilezité pro fizeny transport do bunék. Celkovy naboj molekuly je urcen
polarnimi ¢astmi molekuly. Celkovy naboj téz ovliviiuje stabilitu celého systému. Anionické
liposomy jsou diky zdpornému naboji snadnéji rozpoznany cilovymi butikami a transportovany

,material“ snadno uvolni. Kationické liposomy se pouzivaji Castéji (predevS§im v genové



terapii). Princip je zalozen na uziti kvartérni amoniové skupiny, ktera je pti pH 7 samovolné
protonovana. Nutno doplnit, Ze neutralni liposomy se k pfenosu nevyuzivaji. Jejich
nedostatkem je samovolna agregace a nasledna sedimentace tézké Castice [54][55][56].

tfidéni dle poctu lamel je morfologicky velmi vyznamné. V zavislosti na zpusobu syntézy
a uzitych stavebnich jednotkach lze pfipravit liposomy, které se odliSuji v poctu lamel.
V zakladu 1ze konstatovat, ze liposomy délime na unilameralni a multilamerarni. Tyto dvé
hlavni skupiny lze klasifikovat do mensich podskupin (viz tabulka ¢.4). Malé unilameralni
struktury jsou Casto vyuzivany jako vektory farmak. Diky malé velikosti snadno proniknou

do extravaskularnich prostora [54][55][56].

Tabulka cislo 4: Shrnuti klasifikace liposomii, upraveno [56]

Typ |Unilamelarni| Malé | Stfedni | Velké | Obrovske | Oligolamelami | Multilameralni

20-1000 20-100 | >100 >100

Velikost >1um 0,1-1,0 pm >0,5 um
nm nm nm nm

Lamely 1 1 1 1 1 5 0,25

Zkratka uv SUV | MUV | LUV GUV OLV MLV

2.2.2 Priprava liposomu

Diky soucasnym poznatkiim védy je vice zpusobu, jak pfipravit liposom. Podle typu ptipravy
se metody déli do tfi zakladnich skupin:

e Mechanické disperzni metody

e Dvoufazové disperzni metody

e Detergentové disperzni metody [57]

Mechanické disperzni metody

Jedna se o puvodni a dosud stale vyuzivané metody k piipravé liposomt. Metoda je zalozena
na hydrataci lipidového filmu. K tomu se vyuziva rozpu$téni lipidd v rozpoustédle
(organického typu — Casto pouzivany chloroform nebo smés chloroformu s metanolem).
Nasledné se rozpoustédlo ze smési odstrani evaporaci a produktem je tenky lipidovy film.
Zbytkové rozpoustédlo se ze smeési odstrani pomoci proudu suchého dusiku, pftilezitostné
pak argonu. U vétSich objema je vhodné uzit vakuovou rotacni odparku. Nasledny krok

je hydratace (vodnym roztokem) ziskaného lipidniho filmu. Pro zajisténi spravné hydratace
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by vodny roztok meél byt pfidavan za teploty, ktera odpovida T¢ lipidu. Tc je teplota,
pfi niz se lipidy z pevné faze dostavaji do faze tekuté, respektive s gelové do fluidni. Jedna
setudiz o teplotu fazového prechodu. V praxi se cCasto vyuziva fyziologicky roztok,
nebo biokompatibilni pufr. Produktem hydratace lipidniho filmu jsou MLV liposomy.
Vyslednou smés je mozno upravit pomoci sekundarnich procesnich metod — extruze pies
membranové filtry, vysokotlaka homogenizace, mikrofluidni homogenizace, zmrazovani nebo
sonifikace. Vybrané metody jsou v praci popsany detailnéji. V zavérecném kroku muze byt
vyuzita chemicka modifikace — navazani potiebnych ligandu [28][29].

Dvoufazové disperzni metody

Postup vychazi z rozpusténi lipidi v etherové smési. Hojné vyuzivana je smeés — methanolu
a diethyletheru. Poté je struktura prevedena do vodného roztoku. V ném se zacnou tvorit
liposomy a soucasné dochdzi k enkapsulaci latek (vhodna teplota je 55-65 °C). Paklize
je v roztoku nadbytek organického rozpoustédla, nejsnaze se ho lze zbavit mirnym snizenim
tlaku v celé soustavé. Uvedeny postup lze v literatufe najit pod ndzvem etherovad injekce.
V praktickém uzivani metody je za hlavni nedostatek povazovana vysoka teplota a vznik
heterogenni populace liposomi. Liposomy obvykle naristaji od 70 do 200 nm. Druhym typem
ptipravy je tzv. Ethanolovd injekce. Lipidy jsou rozpustény v ethanolu a vstiikuji se do vodného
roztoku. Naslednym produktem jsou liposomy typu MLV. Stejné jako u etherové injekéni
metody vznikne populace heterogennich liposomd. Odstranéni ethanolu je obtizng&jsi. Casto
se proto vyuziva proces lyofilizace. Poslednim typem pfipravy je reverzné fazova evaporace.
Produktem jsou inverzni micely. K jejich ptipravé je nutny pufr (vodni faze). Vyhodou metody
je vznik liposomu s velkym vnitinim objemem a diky tomu i vys$si enkapsulacni ucinnosti
(zejména pro hydrofilni latky). Tato metoda dosud neni realizovatelna v primyslové vyrobé
[30].

Detergentové disperzni metody

Lipidy se rozpusti ve vodném roztoku detergentu. Produktem reakce jsou smésné micely.
Pozadované liposomy se utvofi pfi snizeni koncentrace detergentu pod hranici kritické
micelarni koncentrace (CMC). Soustavu lze zfedit, vyuzit proces dialyzy, nebo roztok podrobit
gelové permeacni chromatografii. Pti dialyzaénim procesu, ktery je Casto pouzivany, vznikne
homogenni liposomova populace. Nespornou vyhodou je i mozna reprodukovatelnost ptipravy
liposomu. Diky nedestrukéni a jemné technice je zachovana funkce takika vSech proteind.
To lze vyuzit pti rekonstrukci lipidové dvojvrstvy liposomil u membranove vazanych proteint

[31]
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V Sir§im pojeti, lze postup jednotlivych zpasobu piipravy liposomt shrnout do Ctyf
navazujicich tsekd.

1. Vznik emulze (disperze)

2. Odstranéni organického rozpoustédla — vznik liposomalnich vezikul
3. Prizplsobeni liposomu (velikost, stabilita, tvar)
4

. Navazani ligandt [31]

2.2.2.1 Mikrofluidizace

Mikrofluidizace, nebo téz mikrofluidni sméSovani, je pfiprava liposomu, ktera je soucasné
vyuzivana v laboratorni i primyslové praxi. Jedna se o analytickou aplikaci, ktera shrnuje cely
proces — od pfipravy vzorku po enkapsulaci 1é¢iva. Dilezitou vyhodou je mala spotieba energie,
relativné velky vykon a mizivé vyrobni naklady. Metoda je zalozena na sméSovani kapalin
v mikrokanalku. Tekutiny jsou sméSovany podle potfeb vyslednych produktd. Pripravené
liposomy maji zpravidla vyssi stabilitu a mensi velikost ¢astic. Metoda je zaroveni vyhodna
pro vétsi produkci nosi¢ovych systémi, ma solidni reprodukovatelnost. Liposomy piipravené
touto technikou optimalné zapouzdiuji komponenty za nizké spotieby rozpoustédel.
Uprava velikosti liposomt mikrofluidni homogenizaci je energeticky naro&ny proces. Piiprava
je podpoiena vysokym tlakem
(az 68,94 10*Pa). Dillezita je dynamika ve specialnich mikrokanalcich. Diky velmi vysoké
turbulenci (vysledné hybnosti) je emulze schopna dostat se za hranici své energetické bariéry
(AG). Zakladem uspésné pripravy je dostatecné vykonné Cerpadlo. Proud kapaliny s liposomy
se nasledné rozdeli na dva fluidni toky. Mezi nimi dochazi k interakci v ultravysokych
rychlostech ve specialni cele z odolného keramického materialu. Interakce probihaji prave
ve specialnich mikrokanalcich a produktem jsou nanoliposomové systémy o definované
velikosti ¢astic [16] [32][58].
V praxi se lze setkat s dvéma typy mikrofluidizace:

e dvoukrokova jednokanalova

e jednokrokova dvoukanalova
Nelze sjistotou konstatovat, ktery typ pfipravy je lepSi. Obecné lze fici, ze diky svym
vlastnostem ma $irsi vyuziti ve farmaceutickém sektoru metoda jednokrokova dvoukanalova

[17] [60].
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V porovnani s ostatnimi moznostmi piiprav liposomi, ma mikrofluidizace nasledujici benefity:
e Pfiprava velkého objemu nanoliposomu
e Reprodukovatelnost
e Mozna uprava velikosti pfipravenych liposomut
e Solidni ucinnost zachytu (enkapsulace az 75 %)
e Aktivni latky nejsou vystaveny nezadoucim ucinkim UTZ, detergenti a organickych
rozpoustédel
e Liposomy jsou stabilni, nepodléhaji fizi

e Mala mira poSkozeni enkapsulovanych latek [59][61]

2.2.2.2 Vysokotlaka extruze

Touto metodou se piipravuji liposomy o konkrétni velikosti. Jedna se o pomérne¢ jednoduchou
metodu, kde se vyuzivd extrudér s polykarbonatovymi membranovymi filtry. Liposomy
nékolikrat za sebou prochazi filtry s riznou velikosti port. Po protlaceni dochazi ke vzniku
Castic, které maji rozméry obdobné velikosti poru filtru, kterym byly protlaceny. Dojde
k vytvofeni homogenni struktury. Vezikuly lze extrudovat pres 0,2 um veliké pory a nasledné
sterilné filtrovat, ¢imz dosahneme piipravy sterilniho produktu. vhodného pro uziti in-vivo
(zpravidla injeké¢ni aplikace).
Hlavni pfednosti metody piipravy jsou:

e reprodukovatelnost

e redukce velikosti liposomt

e produkce velmi malych liposomt

e moznost ovlivnéni polydisperzity a stfedniho prameéru (diky parametrim procesu)

[15][16][17][20].

2.2.3 Metody charakterizace

Reakce a chovani nanoliposomd vyplyva zjejich struktury. Podil na tom ma jejich tvar,
velikost, polydisperzita a velikost povrchu. Liposomy lze charakterizovat nékolika zptsoby.
Zalezi vzdy na tom, jaka technika je pro dany experiment nejvhodnéjs§i a ktery parametr

je nejdalezit€jsi [55] [28].
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2.2.3.1 Dynamicky rozptyl svétla

Dynamicky rozptyl svétla je fyzikalne analyticka metoda, kterd zkouma vlastnosti jednotlivych
Castic v systému (roztoku). V souCasnosti se vyuziva pro ziskani informace o velikosti
a distribuci velikosti castic. U nanocastic je metoda jesté vyuzivana k urCeni koloidni stability
se sférickou nebo anizotropni strukturou. Obvykle se pohybuje v submikronovych rozmérech
(stovky nanometri). Princip metody je zaloZzen na méfeni intenzity svétla, které molekuly
analytu rozptylily v pribéhu znamého, predem definovaného Casu. Molekuly v roztoku
difunduji Brownovym pohybem. Dle pohybu ¢astic se frekvence rozptyleného zareni zvysuje,
respektive snizuje. Diky tomu dochazi ke vzniku rozdilu mezi rozptylenymi vinami, které mezi
sebou interferuji. Z toho vyplyva, ze ¢cim pomaleji se molekuly pohybuji, tim pomaleji se méni
intenzita rozptyleného svétla. Velikost meéfitelnych castic se pohybuje v intervalu
0,5nm —3 um. VEétsi Castice nepodléhaji Brownové pohybu. K méfeni velikosti ¢astic
na principu dynamického rozptylu svétla se vyuzivaji piistroje Zetasizer Nano (viz obrazek

gislo 11). [18][19][251[26][27].

2.2.3.2 Mikroelektroforéza

Elektroforéza je metoda, ktera je zalozena na pohybu nabitych castic v kapaliné ¢i gelu
v elektrickém poli. Diky tomu, je mozno stanovit stabilitu ¢astic pomoci Zeta potencialu.
Potencial vznikne proudénim kapaliny kolem stacionarn& nabitého povrchu. V okoli ¢astic
dojde k vytvoreni elektrické dvojvrstvy a proudici kapalina se diferencuje na vnitini a vnéjsi
difuzni oblast. V literatufe se vnitini oblast oznacuje jako Sternova vrstva. Diky tomu dochazi
k oddéleni iontu Castic, které se pohybuji a té€ch, které setrvavaji na misté. Zeta potencial, ktery
se odecita prave na hranici, lze stanovit za vyuziti Henryho rovnice. Velikost zeta-potencialu je

parametrem pro urceni stability koloidniho systému [33].

2.2.3.3 Fluorescencni spektroskopie

Jedna se analytickou bezkontaktni a nedestruktivni metodu, ktera je zalozena na pusobeni
elektromagnetického zafeni vaci predmétnému analytu. Dochazi zde k vyméné energie.
Fluorescence je prirodni jev, kdy se excitovana Castice vraci do svého zakladniho stavu a tim
vyzafi urCité mnozstvi energie. Tato vyzarend energie se zachyti v podobé fotonu. Jedna

se tudiz o emisni energii. Excitacni 1 emisni energie shrnuje Jablonského diagram. Fluorescenci
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vykazuji jen urcité molekuly. Oznacuji se jako fluorescencni sondy a zpravidla se jedna
o organické latky s konjugovanym systémem 7 vazeb nebo fluorescencni proteiny. Naméteni
vysledné emisni energie poskytuje informace o polarité, koncentraci, potencialu nebo viskozité.
Vyuziti je velmi S§iroké. Pro ucely této diplomové prace bude zminéna jeSté metoda
Fluorescencni korelacni spektroskopie. Pro liposomy je pifinosnd zejména pro ziskani
podrobnéjsich informaci o wvelikosti, pohyblivosti a koncentraci fluorescencni latky
ve zvoleném analytu. Ve své podstaté se jedna o aplikaci konfokalni skenovaci mikroskopie.
Usporadani je totozné az na zafixovani laserového paprsku. Ke snimani dochazi v prubéhu ¢asu
daného experimentu a vysledna data poskytnou informaci o vyvoji intenzity fluorescencniho
signalu, ktery prochazi molekulami. Kdyz se fluorescencni molekula setkd s analytem, na ktery
pusobi laserovy paprsek, fluorescencni signal se zintenzivni. Pii opusténi fluorenscencni oblasti
dojde k viditelnému poklesu signalu. Vyhodnocenim Ize dostat informaci o dobé pobytu
molekuly v oblasti ozafené laserovym paprskem (informace o pohyblivosti a velikosti Castice)

a kvantitativni informaci o poctu molekul [34] [35] [36].

2.2.3.4 Pratokova cytometrie

Prutokova cytometrie je biologicka metoda, ktera je vyuzitelna zejména na molekularni trovni.
Hlavni ¢ast aparatury tvofi kapilara, ktera unasi jednotlivé castice (v nosném médiu)
k laserovému paprsku. Diky zprostfedkovani interakce paprsek-Castice dochazi k lomu
a rozptylu svétla. Z toho lze ziskat informace o velikosti a granularité (paklize analytem jsou
buriky). Prutokovy cytometr se sklada ze tfi Casti — fluidni sytém pro hydrodynamickou
fokusaci, opticky a elektronicky systém. Opticky systém obsahuje laserovy paprsek, soustavu
zrcadel a emisni filtr. Elektronicky systém se vyuziva pro detekci a digitalizaci signalu.
Prutokova cytometrie umoznuje odecist fyzikalni i chemické vlastnosti, analyzu bunécného
cyklu, stanoveni obsahu DNA, tfidéni jednotlivych €astic a diky univerzalnosti pouziti ji velmi
Casto vyuzivaji klinické laboratore i vyzkumna centra. Pro analyzu nanocastic byla zavedena
prutokova nanocytometrie, ktera umoznuje analyzu nanocastic v rozsahu 6-1000 nm podle

jejich indexu lomu [37][38][39][40][41].
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Obrazek cislo 2: Princip prutokové cytometrie, prevzato upraveno podle [75]

2.2.3.5 Gelova chromatografie (GPC)

Jedna se o chromatografickou techniku, jejimz principem je déleni molekul zpravidla pode
velikosti. Stejné jako u klasické chromatografie systém pracuje s dvéma fazemi. Jako
stacionarni faze jsou Casto pouzivany korpuskularni gelové sorbenty s predem znamou velikosti
pori. Gel je mozno pomoci sitovacich cinidel upravit tak, aby polomér pora byl
co nejvhodnéj§imu k danému experimentu. Analyt postupuje stacionarni fazi za tiidéni

castic dle velikosti. Velké molekuly jsou eluovany rychleji a opoustéji kolonu jako prvni.
Naopak malé Castice vstupuji do pora gelu a jsou na koloné zadrzovany. Metoda je Casto
vyuzivana k purifikaci populaci liposomt a jeji uspeSnost zavisi na vhodné zvolenych
podminkach. V praxi se setkavame s omezovanim efektd difuzniho rozsifovani eluénich zon
béhem separace a vhodnou selektivitou déleni. Hlavnim parametrem témér vzdy zastava uziti

vhodné chromatografické matrice — stacionarni faze [42] [43].

2.2.3.6 Isotermadalni titracni kalorimetrie ITC

Isotermalni titracni kalorimetrie je technika, kterd vychazi z teplotnich zmén. Z nazvu vyplyva,
ze analyza probiha pomoci malych, pravidelné se opakujicich pifidavku ligandu za konstantni
teploty. Teplo, které se béhem reakce uvolni, respektive spottebuje, je zakladem pro vysledna
data. Aparatura sestava z dvou cel — cela se vzorkem a referencni cela. Obé cely jsou spojeny
termoclankem a umistény v adiabatickém obalu. UdrZeni konstantni teploty se docili pomoci
ptidavnych topnych téles, nebo Peltierovymi clanky. Tyto ¢lanky se vyuzivaji v ptipadé, ze je
nutné precizni dorovnani teplot. Alikvotni podily ligandu se do pfistroje ITC davkuji

injektorem, ktery volné prechazi do michadla, které je umisténo v cele se vzorkem [44].
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2.23.7 FTIR

Infracervena spektroskopie s Fourierovou transformaci je analyticka metoda pro identifikaci
a strukturni charakterizaci anorganickych 1 organickych latek. Principem této techniky
je absorpce infracerveného zatfeni (0,8-1000 nm) studovanym analytem. Pfi zminéné absorpci
dochézi ke zméné rotacné vibracniho stavu molekuly — dojde ke zméné energie v zavislosti
na zménach dipolového momentu. Vystupem analyzy je infraCervené spektrum, které je
zavislost energie na vinové délce dopadené¢ho zafeni. Energie je zpravidla
vyjadfena v procentech transmitance. Lze se setkat i s infraervenym spektrem, kde je energie
vyjadrena jako absorbance (coz je dekadicky logaritmus 1/transmitance). Je mozné analyzovat
pevné a kapalné vzorky. Pevné vzorky jsou rozpustény v béznych rozpoustédlech (CHCls)
nebo jsou naneseny na sklicko v podobé tenkého filmu (rozpoustédlo se prfedem odpaii).

Kapalné vzorky se pipetou pfevedou do kyvety [65][66].

2.2.3.8 Elektronova mikroskopie

Elektronova mikroskopie je metoda, ktera se hojné vyuziva témét v kazdém materidlovém
a biomedicinském badani. Pracuje se ve vakuu a zkoumany analyt je podroben elektronovému
svazku elektroni. Ten vznika emisi elektroni z katody a je urychlen smérem k anodé.
Pro dostateCné zvétSeni objektu je svazek elektronti fokusovan elektrickym, magnetickym nebo
elektromagnetickym polem. Vysledkem je obraz interakci svazku elektronti a studovaného
objektu. Dle tvorby obrazu se elektronovd mikroskopie déli na dva typy — transmisni

elektronova mikroskopie a skenovaci elektronova mikroskopie [21].

2.2.3.9 Transmisni elektronova mikroskopie (TEM)

V transmisni elektronové mikroskopii pronikaji elektrony studovanym analytem. Preparat
pozmeéniuje trajektorii leticich elektronti od ptivodniho svazku. Odchylené elektrony jsou clonou
pohlceny a ze svazku vynaty. Vysledny 2D obraz je tvofen neodchylenymi elektrony pomoci
zobrazovaciho systému (napf. stinitko). Dostava se informace o vnitini struktufe, velikosti
a tvaru castic. Podminkou pro uspésnou analyzu TEM je, ze vzorky musi mit spravnou velikost,
respektive musi byt dostatecné malé (prumér max 3 mm). Zaroveni musi byt dodrzena tenkost
vrstvy vzorku (do 0,5 um). Sir§i vrstvou elektrony prochazi obtizng. Nutno neopomenout

na spravnou manipulaci se vzorkem — v praxi se vyuziva podlozni sitka. Tyto sitky jsou
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vyrobeny procesem elektrogalvanického leptani a jsou napfiklad ze zlata, nebo médi. Méd’
je patrné nejéastdji vyuzivany material. Casto je m&déna sitka doplnéna uhlikatou vrstvou pro

zmenSeni mezirek (zabrafiuje nezadoucimu propadavani vzorku) [21] [22] [23].

2.2.3.10 Skenovaci elektronova mikroskopie

Skenovaci elektronova mikropsie je idealni pro sledovani povrchu zkoumaného objektu.
V literature se setkdme se zkratkou REM — rastrovaci elektronovy mikroskop. Je to z toho
divodu, ze paprsek elektront skenuje ¢ast plochy na povrchu vzorku. Diky interakci primarnich
elektrond, které jsou uvolnény z elektronové trysky, a hmoty preparatu dochazi k vyrazeni
sekundarnich elektront ze struktury analytu. Sekundarni elektrony maji mnohem mensi energii
oproti primarnim elektronim. Tyto elektrony jsou vtahovany na detektor. Detektor je doplnén
0 zobrazovaci systém a tvori vysledny obraz. Na rastrovém obrazu se zpravidla nachazi svétlé
a tmavsi oblasti. To se odviji podle toho, jaké elektrony jsou detekovany. Detekuji-li
se elektrony s velmi malou energii, k detektoru z vyvysenych oblasti se jich dostane vice nez

z oblasti, kde se nachazi prohlubeni. Vysledny obraz podava informaci i o zméné slozeni. [24]

2.3 Modifikace liposomu

Liposomy je mozné rizné modifikovat podle pozadovaného vyuziti a jejich pfipravu upravovat
dle cileni v organismu. Dulezitym faktorem je stavba a propustnost membrany liposomu.
Ta se da modifikovat tak, aby ménila strukturu na zakladé teplotnich zmén a okolniho pH. Déle
je mozné modifikovat liposomy pomoci navazani ligandu. Tato prace se zaméfuje na piipravu
liposomi, jakozto nosi¢li pro moznou terapii, pomoci rekombinantnich antigenti u vira typu

koronaviru.

2.3.1 Rekombinantni receptor vazajici doména (RBD — receptor binding domain)

Jedna se o doménu vazajici receptor ACE 2. Strukturné je RBD kratky imunogenni fragment
viru, ktery je umistén na jeho spike doméné (glykoprotein). Diky tomu je vir schopen spojit
se s receptory somatickych bunék, fizovat a infikovat je. Jedna se tudiz o hlavni cil v prevenci
a terapii virovych infekci. Vazba RBD na spike glykoprotein je kritickym krokem, diky kterému
se koronaviry vazi na cilové receptory ACE2 na povrchu bunék. Spike protein je cilem
neutralizujicich protilatek indukovanych vakcinou, nebo protilatky z darcovské plasmy

uzdravenych pacientd, ktefi koronavirové onemocnéni prodé€lali. Na obrazku cCislo 3

24



je zobrazena interakce mezi receptorem ACE2 a RBD u viru SARS-CoV-2. Na obrazku
A je znazornéna celd interakce — ACE2 (modry) je zachycen jako meénici se enzym ktery
interaguje s vazebnou ¢asti RBD proteinu (zeleny). Na obrazku B jsou zachyceny interakce,

které ovliviiuji vazebnou afinitu — vodikovy mustek, solny mustek. [67][68][69]

B  SARS-CoVv-2

K

Obrazek cislo 3: Vazebné interakce mezi receptorem ACE2 a RBD doménou. Prevzato a upraveno, [67]

2.3.2 Polysacharid Manan

Liposomy, které jsou povrchové modifikované manany, jsou pfedev§im nastrojem pro cileni
a aktivaci dendritickych bun€k pfi navozeni antigen specifické imunitni odpovédi. Jedna
se o polysacharid v bunéénych sténach kvasinek. Jeho struktura jsou glykosidickou vazbou
spojené jednotky D-mandz. Imunitni systém je manan schopny rozpoznat pomoci receptoru
manozovy receptor (MR) a lektin vazajici mandzu (MBL). Man6zovy receptor dokaze navazat
patogeny diky sacharidovym zbytkim na jejich povrchu. Nasledné jsou patogeny
fagocytovany a antigeny jsou prezentovany. MBL je slozen z kolagenové a lektinové domény.
Imunitni odpovéd’ navazuje pomoci rozpoznani karbohydrata, které se vyskytuji na povrchu
nékterych vird, bakterii a kvasinek. Manan navazany na liposomy miize slouzit jako cilici
astimulacni  molekula pro rozpoznani liposom —makrofagy a dendritickymi

buitkami.[70][71][72][73]
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Pouzité chemikalie, pFistroje a biologicky material
3.1.1 Pouzité chemikalie

Pouzité chemikalie a komponenty jsou fazeny abecedné, nikoliv podle ¢etnosti pouzivani
e Desprej sensitive (Schulke & Mayr, Némecko)
e Destilovana voda
e EliGene Lab Cleaner A (Elisabeth Pharmacon, Ltd. UK)
e Elisabeth Pharmacon COVID19 Lite RT (Elisabeth Pharmacon, Ltd. UK)
e Ethanol 70 %
e Fyziologicky roztok NaCl
e GeneProof SARS-CoV-2 PCR kit (GeneProof a.s., Brno)
e Injekéni voda
e Kogene PowerChek SARS-CoV-2 S-gene (Kogene, Korea)
e Lysaminrhodamin
e Metalochelatacni lipid s Ni
e Mili Q voda
e Nasofaryngealni stéry (biologicky material)
e PCRvoda
e Vajecny fosfatidylcholin
e Vitassay qPCR SARS-CoV-2 (Vitassay Healthcare, Spain)
e Zybio Mollacu izolaéni kit (I.T.A.- Interact, CR)

3.1.2 Biologicky material

Nasofaryngealnimu vytéru bylo podrobeno 205 pacientd. Vzorkiim bylo pfifazeno piislusné
Cislo a osobni udaje byly anonymizovany. Odbéry probihaly v odbérové mistnosti pro testovani
onemocnéni COVID-19. K odbérim byla pouzita odbérova sada Bi-VoV™, ktera diky slozeni
pfipraveného media umoznuje vynechat izolacni krok a muze byt rovnou podrobena PCR
reakci. Je tudiz bezpe¢néjsi a Setrngjsi k laboratornim pracovnikiim. Vyrobce uvadi, ze vytér
muze byt proveden i z dutiny ustni. Toho pro potieby této prace nebylo vyuzito, kvili

spolehlivé komparaci s druhou pouzitou odbérovou sadou, kde je mozno provadét pouze

26



nasofaryngealni sté€ry. Druhy typ pouzitych odbérovych zkumavek byl od firmy BIOLOGIX.
Jedna se o klasické transportni medium pro diagnostiku virovych castic s nutnou izolaci virové
RNA pied PCR reakci. Dominantni slozkou media je Hankav solny roztok HBSS (pro udrzeni
pH), antibiotikum a biologicky pufr. Pro barevnou indikaci je zpravidla pfidana fenolova
cerveni. Vzorky byly uchovavany a skladovany pii teploté -70 °C, aby nedoslo k poskozeni

a znehodnoceni biologickych agens.

3.1.3 Pouzité pristroje

e BioRad CFX96 (Bio-Rad, US)

e FT-IR INVENIO S (Bruker, US)

e Multikanéalova pipeta 20 ul (Eppendorf, Némecko)
e NanoFCM analyzer (Nano FCM, China)

e Nextracor (Genolution, UK)

e Pipetovaci stanice Myra (Biovendor LM, CR)

e Pipety 10 pl az 1500 pl (Eppendorf, Némecko)
e Rucni vysokotlaky extrudzér (Avanti Polar, US)
e TEM (Phillips 208, FEL, CR)

e Vortex (P-LAB, CZ)

e Zetasizer Ultra (Malvern Panalytical, UK)

3.1.3.1 Zetasizer Nano

Metoda méfeni rozptylu svétla je popsana v teoretické Casti prace. V laboratofi byl dostupny
Zetasizer Nano, ktery umoziiuje meéfit tfi charakteristiky ¢astic v kapalném prostfedi. Jedna
se charakteristiky:

e Velikost ¢astic

e Zeta potencial

e Molekularni hmotnost
Diky konstrukci analyzatoru je mozno méfit vybrany analyt v Sirokém intervalu koncentraci.
Opticka cast pristroje je vyrobcem nastavend, programovatelné jsou pozice pro analyzu
velikosti a Zeta potencialu. To je vyuzitelné zejména pii potfebé opakovaného meéteni. Laser je
mozné pouzit Cerveny (632,8 nm) nebo zeleny (532nm). Na pouzivaném pfistroji v laboratofi
NEXARS je nainstalovan laser Cerveny. Obecné lze fici, ze Cervené lasery jsou méné vhodné
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pro analyty zbarvené do modra a zelené lasery jsou nevhodné pro ervené analyty. Uhel
rozptylu detektoru je 90 °, coz je vyhodné pravé pro analyzu velikosti Castic. V laboratofi
NEXARS je laser MALDS, ktery disponuje uhly detektoru 13 °, 90 © a 173 °. Samoziejmosti
je moznost dodatkovych filtri pro vylepSeni signalu pro vzorky, které fluoreskuji pii vinové
délce uzivaného laseru.
Komponenty pfistroje Zetasizer Nano:

e Opticka jednotka

e Buika — pro plynuly prichod vzorku ptes laserovou drahu

o Titrator

e PC se softwarem Zetasizer [47]

3.1.3.2 Nanoanalyzer NanoFCM

Nanoanalyzer je novy pifistroj na trhu, ktery umoznuje komplexni analyzu funkénich nanocastic
na urovni jedné Castice. Jedna se o zatim jediny pfistroj, ktery dokaze analyzovat jednotlivé
nanocastice s vynikajici detekéni citlivosti, vysokym rozliSenim a stabilnim vykonem. Diky
flexibilité pouziti se predpoklada, ze bude v blizké budoucnosti nepostradatelny pro studium
nanocastic umeélého a prirodniho pavodu.
Jedna se o dvoubarevny analyzator s dvéma lasery. Laser modry 488 nm a Cerveny 640 nm.
Analyzator dokaze zméfit biologické 1 syntetické nanocastice, extracelularni vezikuly, viry
(vyjma vzdusnych patogent), mitochondrie a nosic¢e nanocastic. Je schopen pracovat v rozmezi
7-1000 nm. Diky pfesné kvantifikaci ultra slabého, elasticky rozptyleného, svétla dokaze
vyhodnotit distribuci a velikost Castic. Oproti béznému pratokovému cytometru pristroj
NanoFCM umoziiuje nastaveni intenzity signalu a udalosti, které si uzivatel optimalizuje pro
svou potifebu. Jednd se prvni zafizeni, které je schopno pokryt cely rozsah velikosti
extracelularnich vesikld, a to predevSim diky simultanni fluorescenci jednotlivych
extracelularnich vesikli a bo¢niho rozptylu svételného toku. Analyza je Casov€ nenaro¢na —
pristroj poda prvni data zhruba 120 s po spusténi meéteni. Paklize uzivatel vyzaduje analyzu
biochemickych vlastnosti, analyzer NanoFCM dokaze tyto vlastnosti detekovat na zaklade
vicebarevné fluorescen¢ni detekce. Intenzita fluorescence analyzované Castice se odviji od:

e Poctu navazanych fluorofort (pfima zavislost s ucinnosti vazby béhem inkubace)

o Utinnosti buzeni

e Mnozstvi vyzarovaného svétla ve spektru detekce (Cocka)
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Moznosti analyzy NanoFCM:
e biologické nanocastice
e syntetické nanocastice
e extracelularni vezikuly
e virove Castice
e mitochondrie
e nosiCe nanocastic
e zlaté nanocastice
Pro potreby této prace byl analyzator NanoFCM pouzit pro vyhodnoceni piipravenych

liposomu. Konstruované liposomy jsou piedpokladem pro vyvoj nosice 1éCiv a 1éka. [45][46]

3.2 Pouzité metody

Prace byla ¢lenéna do dvou casti — stanoveni biologickych odbéri na COVID-19 a pripravy
modifikovanych liposomalnich nosi¢l pro rekombinovatelné antigeny. Stanoveni pfitomnosti
koronavir,, mutaci a experimenty s biologickym materialem probihaly na pracovisti IFCOR-
KLINICKE LABORATORE v laboratofi Molekularni diagnostiky. Piipravy liposomd, jejich
modifikace a charakterizace probihala v prvnim soukromém vyzkumném centru v Ceské

republice NEXARS.

3.2.1 Izolace viru

Do priipravené cartidge (24 vzorkt) bylo pipetovano 200 ul vzorku. Nasledné byla cartidge
vlozena do izolatoru a pomoci magnetické extrakce byla izolovana nukleova kyselina. Proces
izolace trva 21 min a jako izola¢ni kontrola byla do posledni pozice vlozena PCR free voda

o objemu 200 pl. Po izolaci byla cartidge zalepena folii, aby se piedeslo mozné kontaminaci.
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Obrazek cislo 4A: Pipeotvaci cartidge pro 24
vzorki, Genolution UK

Obrazek cislo 4B: Izolator DNA a RNA,
Nextractor Genolution UK

3.2.2 Pipetovaci stanice Myra — beziola¢ni metoda

Do robotického systému bylo vlozeno 94 vzorki s bezizolatnim mediem do pfedem
definovanych pozic a pfipraveny mastermix pro PCR reakci. Pipetovaci stanice
do pripravenych stripti (pozice Al az H12) pipetovala 5 pl mastermixové smeési a nasledné 5 pl
vzorkli. Mastermixova smés byla pfidana do kazdé pozice stejna. Kazdé jamce ve stripu
pfislusel jeden vzorek. Celkem bylo naplnéno 12 stript po 8 vzorcich. V poslednim stripu byla
na pozicich G12 a H12 napipetovana pouze mastermixova smes a pozice slouzili jako negativni
a pozitivni kontroly PCR reakce. Do pozice G12 byla v laminarnim PCR boxu pfidana PCR
free voda (negativni kontrola). Strip byl uzavien, aby se minimalizovalo riziko kontaminace.
Poslednim krokem bylo pfidani pozitivni kontroly, kteréd je dodavana vyrobcem PCR kitu, do
pozice H12 za vypnuti laminarniho proudéni v biologickém bezpecnostnim boxu. Paklize
probihal experiment, kde nebylo nutné naplnit vSechny pozice, napocital se realny pocet

pottebnych jamek a k tomu odpovidajici objem pfipraveného mastermixu.
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Obrdzek cislo 5: Pipetovaci stanice Myra s viozenymi vzorky a stripy, Biovendor LM CR
3.2.3 Priprava mastermixové smési

Mastermixové reagence (MM) se zpravidla vyrabi jako MM , ready to use*, nebo lyofilizovany
MM. Pro potieby této prace bylo pracovano s vice druhy MM smési (viz kapitola 4.1.2).
Pti ptipravé MM je zejména nutné zcela presné dodrzet pozadované objemy pro uspesnou
amplifikaci. Nejprve je zadouci reagence dikladné protiepat a nasledné vlozit do centrifugy.
Diky tomu se obsah zkumavky zhomogenizuje a neulpiva na sténach zkumavky. V ptripadé
lyofilizovaného MM bylo nezbytné nejdiive sypkou smés natfedit pufrem.

Neni-li v praci uvedeno jinak, byl pouzit pomér 4:1. Na jednu reakci bylo tudiz spotfebovano
4ul MM a 1 enzymu reverzni transkriptazy (RT). Na kompletné zaplnény run bylo
vypocteno potfebné mnozstvi takto: 384 ul MM a 96 ul enzymu (RT). Diky pipetovaci chybé
a praci s malymi objemy bylo realn€ pipetovano 400 ul MM a 100 pl RT. Pfipravena smeés se
protiepala a centrifugovala. Takto pfipraveny mastermix se vlozil do pipetovaci stanice Myra,
nebo jim byly manualné naplnény jednotlivé jamky (v pfipade izolacni techniky). Objem
v obou piipadech byl neménny — 5 pl. Do takto naplnénych stripovych jamek bylo nasledné
ptidano 5 pl vzorku. Prace probihala v laminarnim proudicim PCR boxu na chladicim stojanku
(predevsim kvuli enzymu RT) s nepudrovanymi rukavicemi a ochrannou Gst a nosu. Powder
free rukavice jsou pro praci na molekularni trovni zasadni, nebot’ pudr inhibuje PCR reakce.

Po skonceni prace byl biologicky box fadné vydesinfikovan a vysvicen UV zafenim (30 min).
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Obrazek cislo 6: Priprava mastermixu pro PCR v lamindrnim bezpecnostnim boxu

3.2.4 PCRreakce

Pripravené, protiepané a zcentrifugované stripy byly opatrné vlozeny do Bioradu CFX96.
V tomto kroku je dilezita zejména manipulace se stripy. V piipadé Ze dojde k pfevraceni stripu,
zachyti se malé mnozstvi smesi vzorku a MM na vicku a fluorescence tim miize byt ovlivnéna.
V pfipojeném pocitaci se vybere prislusny program s predem definovanym teplotnim profilem.
V piipad€, Zze neni naplnéna cela kapacita pristroje (tj. 12stripti respektive 96 vzorku) je
doporu¢eno vlozit stripy tak, aby byl pfistroj vyvazen. Neni to nezbytné,
ale prodlouZi to Zivotnost analyzatoru (viz. fotografie &islo 7). Casova naro¢nost celé analyzy
je zhruba 90 min. Po skonceni je nutné amplifikacni kiivky spravné interpretovat a nechat

vychladnout viko pfistroje. Pouzité stripy se vyhodi do infekéniho odpadu.

Obrazek cislo 7: PCR s naplnénymi reakcnimi stripy, BioRad CFX96 US
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3.3 Piiprava liposomu

Nejdiive bylo nezbytné pfipravit liposomy o konkrétni velikosti. Dle zminénych postupt
v teoretické Casti prace a moznosti laboratofe byla jako nejvhodné&j§i metoda vybrana

vysokotlaka extruze za pouziti ruc¢niho vysokotlakého extrudéru.

Pouzité lipidy a dopliiky:
e Vajecny fosfatidylcholin (94 %)
e Metalochelatacni lipid s niklem (5 %) 2-DOGS-NTA-Ni

e Lysaminrhodamin (1 %)
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Obrazek cislo 9: Lysamin Rhodamin. Byl pouZit jako
fluorescencni marker — zbarveni do riizova

S Avanti Polar Lipids

Obrazek cislo 8: Fosfatidylcholin Obrazek cislo 10: 2-DOGS-NTA-Ni

Do smési se piidal 70 % ethanol a cela substance se pfevedla, pomoci fyziologického roztoku,

do vodni faze. Cely objem byl dikladn€ protfepan na Vortexu.

Pocatecni koncentrace byla 10 ug/ul. Pro potieby analyzy bylo roztok nutné zredit
na koncentraci 1 pg/ul. Do sklenéné kyvety bylo tudiz ptidano 1800 pl fyziologického roztoku
a 200 pl pripravenych liposomi. Kyveta byla vlozena do DLS. V soucasnosti se DLS pouziva
velmi Casto k méfeni prave velikosti liposomu. Difuzni koeficient je pocitan z Brownova
pohybu castic a velikost Castic se spocita z difuzniho koeficientu pomoci Stokes-Einstainovy
rovnice. Je znamo, ze ¢im vétsi Castice, respektive mensi, tim vykazuje pomalejsi, respektive

rychlejsi, Browntv pohyb.
d(H) = kT

3mnD
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Kde d(H) zastupuje hydrodynamicky polomér, kje Boltzmannova konstanta, 7" odpovida
termodynamické teplote, # je veli¢ina viskozity a D znazornuje translacni difuzni koeficient.
U mendsich castic se dopadené svétlo rozptyluje do vSech smérti — jedna se o jev Rayleightv
rozptyl. Toto se déje do momentu, kdy velikost ¢astic nepfesahuje vinovou délku svételného
zdroje, tj 250 nm. Obvykle pristroj DLS pouziva jako zdroj svétla laser. Svétlo je tudiz
monochromatické a koherentni. V Case jsou viditelna rizné velka zakolisani intenzity rozptylu
svétla. To maji na svédomi malé Castice konajici Browntv pohyb. Rozptylené svétlo nasledné
podléha destruktivnim nebo nedestruktivnim interferencim obklopujicich ¢astic. Z toho lze
vy¢ist informaci o pohybu rozptylt v Case.

Liposomy byly extrudovany pres rucni extrudér. Pozadovana velikost vyslednych liposomu
byla 100, 200 a 400 um. Toho bylo docileno pomoci membranovych filtra, pres které byly
liposomy protlacovany. Pii technice je nutné dodrzet spravny postup piipevnéni piislusného
membranového filtru. S filtrem by mélo byt sterilné manipulovano a kritickym bodem celého
procesu je sesunuti filtru k jedné strané extrudéru. V tom piipadé se vytvori nezadouci prostor,
ptes ktery se protlacované liposomy dostanou bez upravy své velikosti. Liposomy musi byt
protlacovany nékolikrat, k docileni pozadované velikosti. Celkovy pocet pruchodd pres
membranovy filtr je vzdy lichy (kone¢ny produkt je odebran z druhé strany, nez byl

do extrudéru vlozen). Pii priprave se vzdy zacina od nejvétsich az po nejmensi pozadované.

3.3.1 Navazani antigenu + DLS

Navazani antigenu na ptipravené liposomy probéhlo dle nasledujiciho vypoctu:

94 % EPL (nosny lipid) Mr = 760

5 % NGSNi Mr =1057

1 % Rho Mr =1301

Protein Mr =26 750

Polovina metalochelataéniho lipidu s Ni*? je uvniti struktury, nelze ji tudiz pouzit pro vazbu.
Pro uspésné navazani antigenu je nutné pracovat v poméru 3:1. Coz odpovida 1 molu proteinu

na 3 moly, respektive 6 molim metalochelata¢niho lipidu . Vysledkem je tudiz 6342 Da.

1 protein ~ 3Ni (6Ni)

1% 26750 ~ 6« 1057
714,4 + 5,285 + 10,301 = 729,986 ~ 730
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Jaké skutecné mnozstvi lipidu bylo pouzito shrnuje nasledujici tabulka Cislo 5:

Tabulka cislo 5: Vypocitané mnoZstvi potfebnych objemii

Slozky
Zkumavka Obsah Liposomy [ul] PBS [ul] | RBD [ul]
1 Prazdné liposomy 175 108 0
2 Proteoliposomy 175 0 108
3 Protein RBD 0 44 22

Hodnoty byly vypocteny na zakladé pfimé umery. Na 0,6 ug proteinu RBD je spotifebovano
2,1 pglipidu. Na 0,5 pg proteinu RBD je tudiz potieba 1,75 pg lipidu. Pfi dodrzeni pozadované
koncentrace 10 pg v 1000 ul bylo vypocteno potiebné mnozstvi 175 pl lipidu. Objem

fosfatového pufru, ktery slouzil jako rozpoustédlo, byl vypocten také pfimou umeérou.

130 0,5 108,3 ul
¥ — =
0.6 Sl

Celkovy objem zkumavky ¢islo 1 byl 238 ul. 175 pl lipidova slozka a 108 ul roztoku PBS.
Zkumavka ¢islo 2 méla stejny celkovy objem a skladala se z 175 ul lipidu a 108 pl proteinu
RBD. Zkumavka cislo tfi obsahovala zbytek nepouzitého proteinu PBS, tj. 22 ul a 44 ul
fosfatového pufru. Bylo vyzkouseno proméfeni zkumavky ¢islo 2 1 v 10x mensi koncentraci
pro lepsi zobrazeni v metodé DLS. Pro tyto potfeby bylo pouzito 100 ul lipidu s navazanym
RBD a 900 ul fyziologického roztoku. Substance byla prevedena do méfici kyvety v pislusném

objemu.

Obrazek cislo 11: pristroj Zetasizer, metoda DLS, laboratoi NEXARS
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3.3.2 Analyza Nano FCM postup prace

Nejprve bylo nutné pfistroj fadne promyt a zkalibrovat. Jedna se o velmi citlivou analyzu, takze
tento krok byl opakovan pii kazdém meteni. Po nastaveni spravného tlaku, poctu udalosti
a intenzity signalu byla sestavena kalibra¢ni kfivka. K tomu slouzil vyrobcem dodavany
velikostni standard Silica Nanosphere Cocktail (§16M-Exo) a roztok QC beads. K promyvani
byla vzdy pouzita voda o ¢istoté Milli Q. Vzorek byl nafedén na koncentraci ¢astic 1x10%/ml
(pro optimalni zachyt udalosti). Poté byl pfeveden do originalni vialky a byla spusténa analyza
s automatickym davkovanim. Doba méfeni je zhruba 45 min (vCetné piipravy pfistroje).
Meéfeni probéhlo pro samostatné liposomy (200 um), RBD protein a pro navazany antigen
na liposomech. Postup prace byl u kazdého analytu stejny. Po ukonceni prace je nezbytné
analyzator Nano FC fadné proplachnout a vycistit. K dostate¢nému proplachnuti vyrobce

dodava Cleaning solution R, ktery je v druhém promyvacim kroku nahrazen vodou.

Obrazek cislo 12: Pristroj Nano FCM, laboratoi NEXARS

3.3.3 Technika FT-IR postup prace

Po zajisténi pozadovaného tlaku a kalibraci pfistroje byly pfipravené liposomy kapatkem
naneseny do jamky na krystalu. Spektrometr umoznuje méfit téméf vSechny struktury
a velikosti analytu. Nebylo nutné dodrzet pfesny objem. V pfipojeném pocitaci byly vyplnény
vstupni udaje a spektrometr byl spustén. Méteni bylo nékolikrat opakovano a kritickym

faktorem bylo udrzovani konstantniho tlaku. Pozadi méfeni bylo dvou typt. Po ukonceni prace

se hrot krystalu oplachl ethanolem a nasledné docistil destilovanou vodou.
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Obrazek cislo 13: Analyzator F1-IR, laborator Nexars

3.3.4 Fotografie na elektronovém mikroskopu SEM

Pripravené liposomy byly nejprve extrudovany na pozadovanou velikost (100 um). Analyt byl
ziedén v poméru 1:9-100 ul liposomu a 900 ul fyziologického roztoku. Nasledné byly
vytvoreny dveé ependorfky (1 a 2). V ependorfce 1 bylo 70 ul liposomt a 57 ul RBD proteinu.
V ependorfce 2 bylo 57 ul fyziologického roztoku. Tato ependorfka slouzila jako negativni

kontrola pro spravnou interpretaci ziskanych dat.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Diagnostika viru SARS-CoV-2

Pomoci kvantitativni metody RT-PCR bylo stanoveno 94 vzorkl na pfitomnost virové RNA
v odebraném biologickém vzorku. VSechny pouzité vzorky jsou nasofaryngedlni stéry,
atoztoho diuvodu, ze dojde k nejkoncentrovanéjsimu odbéru virové RNA. Pii vytérech
z dutiny ustni (pfipadn€ molari v dutin€ Ustni) je dilezité dbat na Cistotu dutiny ustni a pred
odbérem je nutné nejist, nekoufit a nepit alesponl 2 hodiny. Je mnoho béznych potravin, které
inhibuji PCR (napf. ryze) a nedojde k pozadované amplifikaci interni kontroly. Vysledek testu
je tudiz neplatny a stér se musi opakovat.

Na obrazku c¢islo 14 jsou zobrazeny vsSechny amplifikaéni kiivky ve vSech meéfenych
fluorescencnich kanalech. Bylo prométeno 94 vzorki a 2 kontroly reakce — pozitivni kontrola
a negativni kontrola. Negativni kontrola slouzi jako kontrola izolace a zaroven kontrola PCR
reakce. C hodnota (cycle of treshold) reflektuje cyklus, kdy dochazi k nartstu fluorescence nad
linii pozadi. Tuto zvySenou fluorescenci zpracuje detektor a vypocita presnou hodnotu Ci.
Obecné plati, ze ¢im vétsi virova ndloz v méfeném izolatu, tim nizsi je hodnota C;. Kfivky,
které maji kratsi exponencialni fazi kiivky vzorkd, které vykazuji vysokou pozitivitu na vir
COVID-19. Lze predpokladat, ze pacient se nachazi v infekéni €asti nemoci a vir pronikl
do imunitniho sytému organismu. Idealni je provést odbéry v ur¢itém Casovém odstupu a
opakovat vySetieni. Diky tomu lze zfetelné vidét vyvoj virové naloze v organismu pacienta.
Tabulka ¢islo 6 dopliuje tabulku Cislo 2. Pfi spravné interpretaci naméfenych dat je nutné
zohlednit doporu€eni hrani¢niho Ct cyklu od vyrobce. Ptipadné je nutné zohlednit zmény
v teplotnim profilu, ¢i pozménéni reak¢nich objemu. Nicméneé témeér vzdy se urCeni pozitivity

odviji od Ct = 35.
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Obrazek cislo 14: Amplifikacni krivky, v§echny fluorescencni kanaly
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Tabulka cislo 6: Interpretace amplifikacnich kiivek v jednotlivych fluorescencnich kandlech

FAM Cy5 HEX Vysledek Interpretace
RdRp/E gen N IC
+ + +/- validni SARS-CoV-2 pozitivni
= + +/- validni SARS-CoV-2 pozitivni
+ = +/- validni SARS-CoV-2 negativni
= = + validni SARS-CoV-2 negativni
Nespolehlivy vysledek: nizky vytézek
= = = nevalidni izolace RNA nebo inhibice RT-PCR,
zpravidla doporuceno zopakovat izolaci
Slabé COVID-19 pozitivni: nizky vytézek
izolace RNA nebo inhibice RT-PCR,
doporuceno zopakovat izolaci RNA
Ct>35 - - nespolehlivy
(opakované pozitivni signal alespon v
jednom kanalu je povaZovan za pozitivni
vysledek).
Slabé COVID-19 pozitivni: doporuceno
zopakovat RT-PCR (opakované pozitivni
- + Ct>35 validni
signal alespon v jednom kandlu je Ct > 35
povazovan za pozitivni vysledek).
Ct<35 +/- = Nespolehlivy vysledek: mize ukazovat
kontaminaci produktem amplifikace nebo
mutaci v jednom z gen(l, doporuceno
nespolehlivy
= Ct<35 +/- zopakovat izolaci RNA, doporuceno

zopakovat analyzu s RT-PCR soupravou,

ktera detekuje jiné geny
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Obrazek cislo 15: Fluorescencni kanal VIC — interni kontrola

Na obrazku cislo 15 jsou amplifikacni kfivky fluorescen¢niho kanalu VIC. Tento kanal
zobrazuje amplifikaci interni kontroly, kterou je pii kvantifikaci nezbytné vyhodnotit. Znamena
to, ze z 94 métenych vzorka nedoslo k amplifikaci pouze u 2 z nich. Jejich amplifikacni kiivka
takika kopiruje linii grafu osy x. Neni nalezen prusecik s kfivkou tresholdu, tudiz doslo
k inhibici PCR reakci. Tento jev muZze byt zpusoben nedostatecnym odbérem (na odebiraci
Stéticce doslo k malému zachytu lidské DNA, respektive virové RNA) nebo nekvalitou nosného
media, nedostateCnou izolaci, Spatnym napipetovanim mastermixové smesi nebo vystaveni
vzorku naroénym zivotnim podminkam. Vysledek muze byt zkresleny i diky pfitomnosti
inhibitoram PCR. Obecné plati, ze praci s RNA je nutné vzorek uchovavat v chladném

stojanku, lednici nebo ho zmrazit.
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Obrazek cislo 16: Fluorescencni kandl FAM

Na obrazku c¢islo 16 je zobrazen fluorescencni kanal FAM. Tento kanal dava informaci o

pritomnosti genu EndoRNAz. Jedna se o pfimou detekci a namérena hodnota Ct je stézejni pro
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kvalitativni stanoveni viru. ZjednodusSené lze fici, ze pozitivni vysledek tzv. E-genu dava

informaci o pfitomnosti virové RNA v diskutovaném vzorku.
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Obrazek cislo 17: Fluorescencni kandl Cy5

Tteti fluorescencni kanal byl pouzit Cy5. V tomto kanalu je sledovana zvySena fluorescence
virového genu Spike. Tento glykoprotein virus vyuziva k proniknuti do hostitelské burky.
Soucasti imunitni odpoveédi je vytvoreni protilatek praveé proti spike proteinu. Buiiky nasledné
tuto interakci blokuji.

Cely run experimentalniho méteni byl pustén na pfistroji Biorad CFX96. Teplotni profil,
pfi kterém probihala amplifikace je zobrazen na obrazku ¢islo 18.

Lze konstatovat, Ze z experimentalniho méfeni bylo pouzito 94 vzorkt biologického materialu,
1 negativni kontrola a 1 pozitivni kontrola. Je ziejmé, ze pozitivitu na COVID-19 vykazuje 57

vzorkt. Dve biologické agens inhibovaly a 35 vzorkt je na virus SARS-CoV-2 negativni.

95.0C 95.0C

Obrazek cislo 18: Teplotni profil PCR analyzy experimentu

41



4.1.1 Diagnostika SARS-CoV-2 na ruznych komercnich kitech

Pro komparaci a ovéreni funk¢nosti jednotlivych kit bylo pouzito 94 nahodnych vzorka, které
byly podrobeny RT-PCR metod€ na riiznych typech reagenci od riznych vyrobcua. Testovani
probéhlo za stejnych podminek, vzorky byly odebrany soucasné a skladovany byly za stejnych

podminek. V tabulce Cislo 7 je shrnuti testovanych kitt.

Tabulka cislo 7: Prehled pouzivanych mastermixovych smési

Pocet fl.
Vyrobce MasterMix | Detekce Odbér
sond
A Ready-to-use | Kvalitativni | nosohltan, sputum, stolice, br. lavaz 2
o Nosohltan, sliny, tsta, plasma,
B Ready-to-use | Kvalitativni 4

sputum, sérum

‘ o Nosohltan, sliny, tsta, plasma,
C lyofylizovany | Kvalitativni 3
sputum, sérum

Ready-to-use, o
D Kvalitativni

Usta, nosohltan 3
dvouslozkovy

Naméfena a vyhodnocena data jsou v nasledujicich grafech. Je zfetelné, ze amplifikace v kanalu
interni kontroly se takika shoduje. U vyrobce C je amplifikace nejvyraznéjsi. Kfivky maji témét
podobny tvar — obdobna doba exponencialni i linearni faze. Ve fazi plateau jsou témét
konstantni a vykazuji esovity tvar. U vyrobce B a D jsou viditelné rizné odchylky. Nekteré
vzorky amplifikovaly pozdéji, nez u chemie typu C. Prusecik s linii tresholdu ale existuje a lze
fici, ze amplifikace byla uspésna a vzorky nevykazuji inhibici PCR reakce. U vyrobce typu D
je situace odlisna. Jsou viditelné dva vzorky, u kterych amplifikace viibec neprobéhla. To muze
byt zapfiinéno Spatnym napipetovanim, nebo nedostateCnym zvortexovanim PCR stripu.
Vypovidajici efekt mize mit i nedostateCna stabilita master mixu. Slozka, ktera je nejvice
nachylna na teplotni zmény a nedokonalé skladovani je enzym reverzni transkriptdza. Jev lze
odavodnit i uzitim levnéjsiho postupu vyroby, kde neni zachovana napt. pozadovana provozni
teplota. Nutno dodat, Ze interni kontroly u vybranych kitti nebyly totozné. Diky tomu mohou
byt vysledky odlisné.
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Obrazek cislo 20: Amplifikacni kiivka interni kontroly pri stanovovdni

stejnych analytii na riznych komercnich kitech, vyrobce A
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Obrazek cislo 21: Amplifikacni kifivka interni kontroly pFi stanovovani
stejnych analytii na ruznych komercnich kitech, vyrobce B
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Obrazek cislo 22: Amplifikacni krivka interni kontroly pri stanovovdni
stejnych analytii na riiznych komercnich kitech, vyrobce C
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Obrazek cislo 23: Amplifikacni krivka interni kontroly pri stanovovani
stejnych analytii na riznych komercnich kitech, vyrobce D
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U stanoveni pozitivity jsou viditelné rizné nepresnosti. Kazdy vyrobce uvadi lehce odlisnou
rozhodujici hodnotu Ci, pfi které je vzorek klasifikovan jako COVID -19 pozitivni. Z 94
testovanych vzorkt bylo u vSech typt chemie urceno 43 jako pozitivnich na vyskyt viru SARS-
CoV-2. U 12 vzorkt bylo vyhodnoceno, Ze se jedna o slabou pozitivitu na virus SARS-CoV-2
— zvySenou fluorescenci nezachytily vSechny sondy, ale jejich vétSina. 2 vzorky se na chemii
typu C jevily jako negativni, nicmén€ na reagencich od vyrobct A, B i D pozitivitu vykazaly.
Odlisnost byla viditelna 1 v amplifikaci pozitivni kontroly. Kazdy vyrobce dodava svou vlastni.
U chemie typu A a D amplifikacni kiivka protnula linii tresholdu do 25. cyklu. U chemie typu
B se jednalo o cyklus 29. U chemie typu C se pozitivni kontrola naamplifikovala az v cyklu 35,

coz je, dle navodu dodaném vyrobcem, hrani¢ni cyklus pro urceni pozitivity.

Z vySe zminéného lze usuzovat, ze témér totozné vysledky byly naméfeny u chemie typu A a D.
Byla zjisténa korelace i s chemii typu B, pouze s vyjimkou pozdé€jsi amplifikace pozitivni
kontroly. V testovani nejhtuie dopadla chemie typu C, ktera vykazovala faleSnou negativitu
a run by bylo obtizné hodnotit, pfedev§im diky pozdnimu amplifikovani pozitivni kontroly.
Vsechny Ctyfi programy maji téméf totozny teplotni profil v PCR piistroji a doba trvani

jednotlivych programi se li§i v ramci minut.

4.1.2 Experimenty s biologickymi stéry

Spravny a dostateCny odbér je zcela zasadni pro uspéSnou diagnostiku viru. Paklize nedojde
k dostatecnému zachyceni interni kontroly v PCR reakci neni dostatek materialu k amplifikaci
a vzorek vykaze inhibici PCR reakce. Nyni jsou na trhu dostupné i testovaci sady, které jednu
fluorescencni sondu namifi na detekci lidské DNA. Bylo vybrano 8 vzorki které predem byly
stanoveny jako COVID-19 pozitivni. Tyto vzorky byly podrobeny nékolika dil¢im zkouSkam
a nasledné byla pozorovana zména chovani amplifikac¢nich ktivek.
Dil¢i experimenty byly provedeny Ctyfi.

e Strip A-byl naplnén vzorky, které nebyly predem fadné protrepané

e Strip B-vzorky 3 min protfepané na sytému Vortex

e Strip C-vzorky povatené (5 min, 90 °C)

e Strip D-povaiené vzorky (strip C) byly zmrazeny (30 min, -70 °C)
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Obrazek cislo 24: Amplifikacni kiivky kanalu FAM, viechny analyty
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Obrazek cislo 25: Amplifikacni kFivky kandlu ROX, vSechny analyty
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Obrazek cislo 27: Amplifikacni kFivky interni kontroly kandlu HEX, vSechny analyty
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Z obrazki cislo 24-27 jsou vsechny experimentalni vzorky v jednotlivych kanalech — FAM,

HEX, Cy5 aROX. Byly testovany 4 stripy s 8 vzorky. Kazdy strip byl naplnén mastermixovou

smeési a vzorkem za dodrzeni prislu§né pozice. V grafu je tudiz 32 kiivek, které odpovidaji osmi

vzorkiim v péti ruznych dilCich zkouskach. Z namétenych dat vyplyva, ze v dominantnim

kanalu FAM (E gen) jsou posunuté Ct hodnoty. To podéava informaci o tom, ze virova ¢astice

byla narusena a jeji amplifikace probéhla pozdéji. Stejny trend vykazuji 1 kanaly ROX a CyS5.

Interni kontrola (kanal HEX) se amplifikovala u vSech vzorka. Na nasledujicich grafech (Cislo

28-30) je zobrazen pouze jeden vzorek a jeho amplifikacni kiivka pro vSechny experimenty

s biologickym odbérem.
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Obrazek cislo 28: Amplifikacni krivky kandalu FAM, vzorek cislo 2 ve vSech dilcich experimentech
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Obrazek cislo 29: Amplifikacni kifivky kandlu ROX, vzorek Cislo 2 ve vSech dilcich experimentech
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Obrazek cislo 30: Amplifikacni kFivky kanalu Cy5, vzorek cislo 2 ve vSech dilcich experimentech
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Jak je ukazano na grafech na prechozi strance, je patrny trend, ktery vykazuji vSechny testované
vzorky. Ideéalni varianta je fadné protiepat biologicky material a nevystavovat ho velkym
teplotnim zmeénam. Posuny amplifika¢nich kfivek jsou velmi vyrazné. U experimentu
povarit/zmrazit se dokonce amplifikovalo tak malé mnozstvi virové RNA, ze amplifikacni
kiivka neprotne linii tresholdu a byl by hodnocen jako vzorek negativni na pfitomnost SARS-

CoV-2. Jak uvadi tabulka ¢islo 8. Ziskané hodnoty Ct odpovidaji popsanému trendu.

Tabulka cislo 8: Zmeéna Ct hodnoty u vzorku Cislo 4 v jednotlivych experimentech

Typ experimentu Ct
2 - nevortex 29.41
2 - vortex 28,38
2 - povarené 33,51
2 - zmrazeng N/A
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4.1.3 Urceni typu mutace

Na experimentalni méfeni pro uréeni mutacni varianty koronavirt bylo pouzito 29 vzorka. Tyto
vzorky byly predem klasifikovany jako COVID-19 pozitivni. Cil prace byl stanoven na urceni
varianty Delta, varianty Omikron nebo wild type (WT). Ke vzorkim byly pfidany pozitivni
kontroly od kazdého o¢ekavaného vysledku. Diky preanalytické fazi prace nebylo oCekavano,
7ze by néktery ztestovanych vzorki vykazal negativni hodnotu. Na souhrnném grafu
amplifikacnich kiivek jsou Ctyfi barvy:

o Zluta — varianta Omikron B.1.1.529 (kanal ROX)

e Zelena — interni kontrola (kanal HEX)

e Fialova — varianta Delta B 1.617.2 (kanal Cy5)

e Modra — WT (kanal FAM)
Je patrné, ze varianta mutace Omikron zcela pfevlada. Tato varianta mutace byla zjiSténa
u 20 testovanych vzorka (viz obrazek cCislo 32). Oproti tomu je ziejmé, ze varianta Delta je,
v dobé provedené analyzy na ustupu. Na variantu Deltu vykazal pozitivitu pouze jeden
z testovanych vzorku (obrazek ¢islo 33). Nameétené vysledky zcela koreluji s epidemiologickou
situaci v dobé konani experimentu. Na podzim roku 2021 byla drtiva vétSina testovanych
vzorkd pozitivni na mutaci typu Delta. Tato varianta se jevila jako velmi agresivni a lehce
prenositelna. Nastup Omikronu do CR piisel v poloviné mésice ledna 2022. Béhem jednoho
tydne se zacal velmi rychle ménit procentualni podil zastoupenych mutaci. Zacalo 1 ubyvat
vzorkd, které vykazovaly pozitivitu na koronavir, nicméné v testovacim kitu, ktery je schopen
odlisit variantu B /. 617.2 a B.1.1.529 byly naméteny jako WT — bez mutace (viz obrazek ¢islo
34). Omikron, ktery diky svym vlastnostem, zacal v populaci naprosto dominovat, vytésnil
ostatni varianty. Mezi jeho specifika patii 1 vys$§i mira reinfekci, ktera byla do t¢ doby méné

Casta.
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Obrazek cislo 31: Amplifikacni kiivky kanalu FAM, ROX, HEX a Cy5 pri stanovovani konkrétniho typu mutace
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Obrazek cislo 32: Amplifikacni kFivky kanalu ROX, detekce mutace B.1.1.529 (Omikron)
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Obrazek cislo 33: Amplifikacni kifivky kanalu Cy5, detekce mutace B 1.617.2 (Delta)
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Obrazek cislo 35: Teplotni profil PCR analyzy pri urcovdni konkrétniho typu mutace viru SARS-
CoV-2
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4.1.4 Vysledky méreni metodou DLS

Metoda DLS byla métena na pfistroji Zetasiser Nano ve vyzkumné laboratoifi NEXARS. Tuto
meodu je vhodngjsi pouzit pro mensi velikosti méfenych objektd (idealné pod 20% vlnové
délky). Obecné k naméfenym datim lze fici, ze paklize u struktury liposoml s navazanym
antigenem neni korelogram plné esovity, antigen patrné neni zcela navazan, nebo muze byt
agregovany. Stejné substance byly proméfeny i na pfistroji Nanoanalyzer Nano FCM
pro komparaci ziskanych dat. Experimentadlni méfeni probéhlo pro samostatné liposomy,
které byly extrudované pres 100 um filtr. Velikost prazdnych liposomt je ocekavana 100 um.
Dale byly proméfeny ty samé liposomy s navazanym RBD proteinem — substance se nechala
fadné navazat a byla promeétena za 24 h. Metodou DLS se liposomy s navazanym antigenem
jevily vétsi, coz znamena UispéSné navazani proteinu RBD metalochelatacni vazbou. V pfipadé,
ze by navazané liposomy vykazovaly mensi velikost, mohlo by to byt zpisobeno lomem
spektra, existence zadniho 1 ptedniho laseru (180 ©), coz vychazi z Einsteinovy rovnice.

Vystupem méfeni jsou zavislosti konkrétniho parametru na velikosti. Samostatnym liposomim
byla naméfena prumérna velikost 108,3 nm. Nejvétsimu liposomu, ktery se v analytu nachazel
byla naméfena velikost 108,6 nm. Nejmensi naméfena velikost byla 107,9 nm. Déle byla
zméfena intenzita, poCet a objem. Hodnoty jsou shrnuty v tabulce Cislo 9. U liposomt s RBD
byla zjisténa prumérna velikost 137,1 nm. Maximalni velikost molekuly byla stanovena
na 137,7 nm a nejmensi 136,6 nm. Opét byly stanoveny 1 ostatni veliciny (intenzita, celkovy
pocet Castic, objem) a jsou taktéz v tabulce Cislo 9. Srovnani obou velikosti je uvedeno

v obrazku ¢islo 42.

Tabulka cislo 9: Namérené hodnoty Zeta potencidlu, objemu, velikosti, intenzity a hodnota PDI

Velikost Objem peak Intenzita Celk. pocet
S PDI
prameér [nm] peak[nm] peak [nm]
Prazdne 1083 103,5 127,3 72,85 0,142
liposomy
liposomy+RBD 137,1 138,1 149,1 106,2 0,072
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Obrazek cislo 36: Samostatné liposomy, zdavislost celkového poctu na velikosti, metoda DLS
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Obrazek cislo 37: Samostatné liposomy, zdavislost intenzity na velikosti, metoda DLS
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Obrazek cislo 38: Samostatné liposomy, zdavislost objemu na velikosti, metoda DLS
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Obrazek cislo 39: Proteoliposomy, zavislost celkového poctu na velikosti, metoda DLS
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Obrazek cislo 40: Proteoliposomy, zavislost objemu na velikosti, metoda DLS
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4.1.5 Nanoanalyzer Nano FCM

Jak je popsano v kapitole 3.1.2.2 jedna se o unikatni pfistroj, ktery je schopen detekce jedné
castice. Bylo provedeno celkem 9 méteni. Nejdfiv byla vytvorena kalibracni ktivka pro velikost
a pocet ¢astic. Nasledné byly prométeny

e Liposomy

e Protein (RBD)

e Liposomy s navazanym RBD proteinem
Vysledné grafy ukazuji pocet populaci a udalosti, které byly zmétreny. Histogramy piedstavuji
jednotlivé piky, vzhledem k priméru jednotlivych zméfenych castic. Bylo zjisténo,
ze samostatné liposomy jsou 97,79 nm veliké. Coz je vysledek, ktery odpovida zamyslené
velikosti — liposomy byly extrudovany pres filtr s velikosti pord 100 nm. Udalosti bylo
zachyceno 6976. U meéfeného proteinu byla velikost 74,75 nm a udalosti bylo 1556.
Na histogramu je vyznaCeny usek Cervenymi svislymi kfivkami, ktery odpovida rozsahu
kalibracni kiivky. Je zfejmé, ze byly namétfeny mensi Castice. To koresponduje s udaji, které
uvadi vyrobce RBD proteinu (prumérna velikost cca 13 nm). Je nutné uvazovat skutecnost,
ze nametené velikosti jsou velmi malé a pfistroj Nano FCM pfi takto malych velikostech neni
schopen rozpoznat Castice presné. Vysledky nicméné odpovidaji ofekavanim. V souboru
liposomu s navazanym proteinem byla namétena primérna velikost 114,75 nm a udalosti bylo
zachyceno nejvice a to 8465. Stanovena velikost potvrzuje uspé§né navazani RBD proteinu
na liposomy.
U viech analyz byl stejny fedici faktor a koncentrace ¢astic byla 4,4 108 &astic/ml. U prazdnych
liposomu bylo nalezeno 4864 Castic v méfeném vzorku, u proteinu 1444 a vazanych liposomu
12 752. Oproti Zetasizeru Nano je analyza presnéjsi pro vétsi velikosti Castic. Komparace

s metodou DLS je zminéna v kapitole 4.1.2.
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Obrazek cislo 43: Zavislost poctu udalosti na velikosti u samostatnych liposomii, Nano FCM
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Obrazek cislo 44: Zavislost poctu uddlosti na velikosti u proteinu, Nano FCM
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Obrazek cislo 45: Zavislost poctu uddlosti na velikosti u proteoliposomii, Nano FCM
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Obrazek cislo 46: Kalibracni krivka, Nano FCM
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4.1.6 FT-IR

Na piistroji INVENIO S bylo provedeno n¢kolik analyz ve dvou sadach. Prvni sada byla
sestavena vuci baseline (liposomy ve fosfatovém pufru PBS). Pro druhou sadu bylo zvoleno
pozadi samotnych liposomt. Tabulka Cislo 10 piehledné zobrazuje jednotlivé meéfeni

s pfifazenymi barvami kfivek.

Tabulka cislo 10: Shrnuti méreni techniky FTIR

Sada 1 Sada 2

Background liposomy v PBS Background liposomy

RBD zelend kiivka RBD zelena

kfivka

Manan seda krivka Manan mypdra

kfivka

liposomy modra kfivka | RBD+Manan | cerna krivka

liposomy+RBD svelt(lfeijlillena
liposomy+Manan Svei[(lfei‘lizdra

U stanoveni, kdy jako baseline byly pouzity liposomy v PBS, byl vyrazny negativni pik
ve vinoctu 3400 nm. To odpovida pritomnosti molekul vody. Diky navazanym liposomim
je ji pfitomno malé mnozstvi, proto je pik orientovan smérem dolt. U zelené kiivky (antigen
RBD) jsou dominantni dva kladné piky (vinocet 1542 a 1642 nm). Pravdépodobné se jedna
o dva amidy (amid 1 a amid 2), které jsou v domén¢ obsazeny. V komparaci s méfeni liposomu
s RBD je patrné, ze amidy nejsou tak vyrazné a doslo k jejich redukci. Nevyraznéjsi pik okolo
3700 nm odkazuje na volné OH skupiny, které jsou v antigenu obsazeny. U hodnoty 1800 nm
negativni pik odpovida vibracnim stavim esterovych vazeb v lipidech. Je zfejmé,
ze u liposomalnich analytd jsou vyrazné€j§i. U vlnoctu 1000 nm jsou viditelné alkoholy
obsazené v lipidech.

V méfeni druhé sady s pozadim nevazanych liposomt je ve vinové délce 2950 nm pik
zobrazujici antigen RBD. Ve vinové délce 1620 nm je opét vidét amidovy pik (tentokrat pouze
jeden). Modra kifivka (manan) ma vyrazny negativni pik ve vlnoctu 3400 nm. Odkazuje
na pritomnost slozky, ktera je obsazena v lipidu a zaroveti neni pfitomna v mananu. Tento fakt
doklada 1 posledni stanovovany analyt (manan + RBD), kde negativni pik pfi stejné vinové

délce je mnohem vyraznéjsi.
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4.1.7 Fotografie elektronového mikroskopu SEM

Pro ovéreni morfologie pfipravenych liposomi byly vezikuly proméfeny na TEM. Vzniklé
fotografie znazoriuji samostatné liposomy a liposomy s navazanym antigenem. Autorka prace
zamérné vybrala nékolik snimka s odliSnym méfitkem pro presnéjsi viditelnost struktury
ziskanych lipidnich castic. Na fotografiich s méfitkem 200 nm jsou viditelné jednotlivé
vezikuly nejlépe. Nemaji stejnou velikost, ale pfiblizné odpovidaji pozadovanym kvalitam.
Na fotografii ¢islo 51 je vidét navazany protein RBD. Jednotlivé vezikuly jsou od sebe vice
vzdalené, ale vazba RBD je patrna. Koncentrace liposomu byl volena tak, aby odpovidala

pozadavkim elektronové mikroskopie.

Obrazek cislo 50: Snimek liposomil, extrudovanych na 400nm filtru, metoda TEM
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Obrazek cislo 51: Snimek liposomii s navdazanym antigenem RBD, extrudovanych na 400nm
filtru, metoda TEM

Obrazek cislo 52: Snimek liposomii s navazanym antigenem, extrudovanych na 400nm filtru, metoda
TEM
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo stanoveni pfitomnosti koronavirti v nasofaryngealnich stérech,
uréeni typu mutace u prokazané pozitivity a dil¢i experimenty s biologickym materidlem. Dale
bylo pfedmétem piipravit vhodné zvolenou technikou liposomy o konkrétni velikosti, pokusit
se na pfipravené liposomy navazat protein RBD a tuto chemickou substanci dale
charakterizovat.

Z vysledka, které jsou uvedené v této praci je ziejmé, ze QRT-PCR je spolehlivou a kvalitni
metodou u urcovani pfitomnosti viru SARS-CoV-2. V celém diagnostickém procesu je zcela
zasadni spravny a dostatecny odbér. Paklize na odbérové steéticce ulpi malé mnozstvi viroveé
RNA (nebo jejich fragmenti) neprobéhne spravna amplifikace v PCR analyze a analyt mize
vykazat faleSnou negativitu. Pocet vzorkl, které byly hodnoceny pozitivné na piitomnost
koronaviru odpovidal republikovym statistickym udajum daného obdobi. Je ziejmé, ze
vyzkousené PCR kity predkladaji obdobné wvysledky. OdliSnosti byly nalezeny pouze
v amplifikaci riznych internich kontrol (externi RNA, lidska DNA). Jednotlivé dilci
experimenty s biologickym materialem se prezentuji velmi uspésné. Z trendd vyplyva, ze
v pripadé, kdy je vzorek pred analyzou dukladné protiepan a neni podroben velké teplotni
dilataci, koronavirova RNA je stabilni a nejlépe stanovitelna. Hafe dopadly experimenty, pfi
kterych se ze vzorka odebral pozadovany objem bez predchoziho protiepani. Jako nejhorsi
varianta se ukazala namahat vzorky teplotnim zméndm — zmrazit a nasledné nechat projit
varem. Bylo dokazano, ze u analytl, které predtim byly klasifikovany jako Covid pozitivni,
doslo k degradaci virové RNA a tudiz PCR analyza vykazovala nespravny vysledek. FaleSna
negativita byla stanovena u predem slabé&ji pozitivnich vzorkt. Je tudiz patrny trend posunu
amplifikacnich kfivek. U urceni mutacniho kmene se analyzy daji hodnotit jako tspéSné. Nutno
zminit, e alelick4 diskriminace probihala v ¢ase, kdy v CR zalala zcela dominovat varianta
Omikron (B.1.1.529) a tudiz jeji nalez je Cetnéjsi. Bylo také nalezeno nékolik WT vzorkd.
Virova naloz vzorku muze byt zpuisobena bud’ nemutovanou variantou viru SARS-CoV-2, nebo
variantou, ktery pouzivany PCR kit neumél rozpoznat. Vzhledem ke statistickym udajum
zvetejiiovanych MZCR v dobé konani experimentu, je ale tato skutenost nepravdépodobna.
U pfipravovanych liposomd, jakozto moznych nosi¢i pro rekombinantni antigeny, bylo
na elektronovém mikroskopu ovéfeno, Ze jejich velikost odpovida pozadavkum. Jednotlivé
slozky se ukazaly jako slozky vhodné pro pfipravu — nedochéazelo k nezadouci agregaci,

molekuly nedegradovaly a byly stalé v Case. Vazani proteinu RBD bylo taktéz uspésné.
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Na vysledcich pouzitych charakterizanich metod je velmi dobfe vidét, ze protein se navazal.
Diky faktu, ze se jedna o jeden z hlavnich cila prevence a terapie virovych infekci, 1ze vyuzit
liposomy s navazanym rekombinantnim RBD proteinem pro konstrukci vakcin vhodnych
pro injekcni 1 mukozni podani. To by mohla byt cesta k vyvoji rekombinantni vakciny proti
Covid-19. Soucasti prace mélo byt jesté preklinické ovéreni na animalnich modelech, ale to
se z davodu pandemickych opatieni Casové nestihlo. Taktéz mélo byt provedeno vice metod
charakterizace a dalsi pokrocilejsi techniky s molekularnimi adjuvans, nicméneé kvuli globalnim
restrikcim a del§im dobam dodani vybaveni a reagenci se to téz nepodafilo obsahnout. Muze

to tudiz byt namétem pro doktorské studium a disertacni praci.
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7 SEZNAM ZKRATEK

BSL
CDS
CMC
Ct
DLS
DNA
FT-IR
GPC
HBSS
IC
ITC
MBL
MLV
MM
MR
MZCR
NK
PBS
PCR
PK
QRT-PCR
RBD
REM
RNA
RT
SARS-CoV-2
SEM
SUJB
TEM
US
UTZ
vVoC

Biological safety level

Centre for Disease Control and Prevention
Kriticka koncetrace micel

Cycle of treshold

Dynamicky rozptyl svétla
Deoxyribonukleova kyselina

Infracervend spektroskopie s Fourierovou tranformaci
Gelova permeacni chromatografie

Hankav solny mustek

Interni kontrola

Izotermalni titracni kalorimetrie

Lektin vazajici man6zu

Multilameralni vezikula

Mastermix

Manozovy receptor

Ministerstvo zdravotnictvi Ceské republiky
Negativni kontrola

Fosfatovy pufr

Polymeréazova tetézova reakce

Pozitivni kontrola

Kvantitativni real-time polymerazova retézova reakce
Rekombinantni receptor vazajici doména
Rastrovaci elektronovy mikroskop
Ribonukleova kyselina

Reverzni transkriptaza

Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus
Skenovaci elektronovy mikroskop

Statni urad pro jadernou bezpecnost
Transmisni elektronovy mikroskop

United States

Ultrazvuk

Variant of concern
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VOI
WHO
WT

Variant of interest
Svétova zdravotnicka organizace

Wild type
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