
Jihočeská  univerzita v Českých Budějovicích
Přírodovědecká  fakulta

Mgr. Ondřej Lenz
Doktorská  disertačn í  práce

České  Budějovice, 2007

Paralelní detekce vybraných virů ovocných stromů 
pomocí oligonukleotidového mikročipu

Školitel: Doc. RNDr. Karel Petrzik, CSc.
Ústav molekulární  biologie rostlin, AVČR



Doktorská  disertačn í  práce

Mgr.   Ondřej   Lenz   (2007):  Paralelní   detekce   virů   ovocných   stromů   pomocí 
oligonukleotidového   mikročipu   [Parallel   detection   of   fruittree   viruses   by   an   oligonucleotide 
microarray,  Ph.D.  thesis,   in Czech] – 55p.,  Faculty  of Science,  The University of South Bohemia, 
České Budějovice,  Czech Republic.

Annotation:   An  oligonucleotide  microarray   for   the  detection  of   some of   fruittree   viruses  was 
designed and its applicability was tested. The sensitivity of the microarray was compared for different 
kinds of fluorescently labelled targets: a) cDNA and PCR amplified targets, b) PCR amplified targets 
labelled using three different labelling methods. The optimal method was chosen for testing of parallel 
detection of selected viruses.

Tato   práce   je   součástí   řešení   projektů   financovaných     z   grantů  GA   AV  číslo 
AV0Z50510513   a  MŠMT   číslo  OC   853.001   jejichž  řešitelem je Prof. Ing. Josef Špak, DrSc. 
(ÚMBR AV ČR České Budějovice).

Prohlašuji, že svoji disertační práci jsem vypracoval samostatně pouze s použitím pramenů 
a literatury uvedené v seznamu citované literatury.

Prohlašuji,  že  v  souladu s  §  47  zákona č.  111/1998 Sb.  v  platném znění   souhlasím se 
zveřejněním své disertační práce, a to v úpravě vzniklé vypuštěním vyznačených částí archivovaných 
Přírodovědeckou fakultou, elektronickou cestou ve veřejně přístupné části databáze STAG provozované 
Jihočeskou univerzitou v Českých Budějovicích na jejích internetových stránkách.

V Českých Budějovicích, dne 22.11.2007                                    ...........................................
 

Ondřej Lenz



Vyjádřen í  spoluautorů  k pod ílu autorstv í  Ondřeje Lenze na publikaci:

Investigating the sensitivity of a f luorescencebased microarray for the 
detection of fruittree viruses  Lenz O., Petrzik K., Spak J.

přijaté do tisku v mezinárodním časopise “Journal of Virological Methods” 
(IF2006 = 2, 097).

Podíl autorů na výše uvedené publikaci, přiložené k této disertační práci, činí:

80%  10%  10%  (Lenz O.  Petrzik K.  Špak J.)

V Českých Budějovicích, dne 21.11.2007

Doc. RNDr. Karel Petrzik, CSc. 

Prof. Ing. Josef Špak, DrSc.



Poděkován í

Chtěl  bych  touto cestou vyjádřit   své  poděkování  mému školiteli  Doc.   RNDr.   Karlu 
Petrzikovi  CSc. , a to především:

 za probuzení mého zájmu o rostlinnou virologii
 za zasvěcení do jejích tajů a vedení při mých prvních krocích na poli vědy
 za podporu v dobách „temna“
 za diskuze o světě virů i lidí
 a konečně i za podnětné připomínky k této práci

Také bych chtěl poděkovat všem lidem, kteří více či méně pozitivně ovlivnili průběh mojí 
cesty vědou. Jmenovitě pak Mgr. Dagmar Bystřické  PhD.  a  Ing. Ivanu Mrázovi CSc.  

Děkuji i svému bývalému spolužákovi a kamarádu Bc. Janu Němcovi , neboť nebýt jeho 
nápadu: „ať to jdu zkusit do laboratoře rostlinné virologie“, možná byste toto moje poděkování nyní 
nečetli.

DĚKUJI

Ondřej Lenz



Obsah

Motto

1. Úvod – literárn í  přehled... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1

1.1 Mikročipy.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .1
1.1.1 Princip mikročipu..............................................................................1
1.1.2 Povrch mikročipu a jeho úpravy........................................................2
1.1.3 Typy prób...........................................................................................2

1.1.3.1 PCR próby
1.1.3.2 Syntetické próby
1.1.3.3 PNA próby

1.1.4 Příprava mikročipu............................................................................3
1.1.4.1 Syntéza prób in situ
1.1.4.2 Tisk připravených prób
1.1.4.3 Jiné techniky ukotvení prób

1.1.5 Příprava zkoumaných sekvencí (targets)............................................4
1.1.6 Značení zkoumaných sekvencí (targets).............................................5

1.1.6.1 Fluorescenční značení
1.1.6.2 Radioaktivní značení
1.1.6.3 Značení biotinem nebo digoxigeninem
1.1.6.4 Jiné typy značení
1.1.6.5 Použití neznačených sekvencí

1.1.7 Detekce hybridizovaných sekvencí.....................................................7
1.1.7.1 Detekce fluorescenčně značených sekvencí
1.1.7.2 Detekce radioaktivně značených sekvencí
1.1.7.3 Detekce sekvencí značených biotinem nebo digoxigeninem
1.1.7.4 Detekce neznačených sekvencí
1.1.7.5 Techniky zesílení signálu

1.2 Viry.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .10
1.2.1 Stručná molekulární charakteristika virů použitých v této práci......10
1.2.2 Současné metody detekce rostlinných virů.........................................11

1.2.2.1 ELISA
1.2.2.2 PCR (RTPCR)
1.2.2.3 Realtime PCR
1.2.2.4 NASBA
1.2.2.5 Další metody



1.3 Současný  stav využ it í  mikročipů  k detekci virů . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .13

2. Zaměřen í  práce.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .15

3. Souhrn výsledků . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..16

3.1 Návrh prób a příprava mikročipu
3.2 Detekční limit mikročipu
3.3 Srovnání citlivosti detekce – virová cDNA vs. sekvence amplifikované RTPCR
3.4 Srovnání citlivosti detekce – tři metody fluorescenčního značení
3.5 Vliv místa hybridizace próby na citlivost detekce
3.6 Paralelní detekce virů

4. Závěr . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ..19

5. Seznam použitých zkratek... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .20

6. Použ itá   literatura... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .21

7. Přílohy... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .38

A. Potvrzení o přijetí článku do časopisu Journal of Virological Methods
B.   Rukopis článku přijatý do časopisu Journal of Virological Methods



Motto:

Teprve na počátku 20. století si svět uvědomil existenci „infekčních agens“ procházejících  
bakteriálními filtry. Tyto „agens“ byly nazvány viry. První z nich – shodou okolností virus rostlinný – 
byl izolován v roce 1935 a o čtyři roky později byl též poprvé pozorován elektronovým mikroskopem.  
Od té doby se naše poznatky o virech dramaticky rozšířily a výzkum virů vyústil v samostatný vědní  
obor – virologii.  V jeho rámci se zkoumají  nejen viry samotné,  ale i jejich interakce s hostitelskou 
buňkou,   jejich ekologie či  evoluce.  Díky  tomu už  dnes  víme,  že viry nejsou jen nemoczpůsobující  
patogeny. Jsou to entity stojící „na prahu života“, které mohou změnit náš pohled na podstatu, vznik a  
vývoj všeho živého na Zemi. 

Hledání  vhodných technik pro detekci virů  patří k těm praktičtějším stránkám virologie,  
vždyť  v dnešní době  je známo již  přes  1500  různých virů rostlinných a živočišných virů  je ještě  asi  
třikrát   více.  Přesto   i   toto  snažení  –  byť   nepřímo –  může  pomoci   zasadit  cenné   střípky  vědění  do  
nekonečné mozaiky našeho poznávání...



1. Úvod – Literárn í  přehled

Následující stránky mají šířeji seznámit s zpracovávanou problematikou. Nejprve (kapitola 
1.1   Mikročipy)   jsou  vysvětleny  principy metody,   jednotlivé   rysy mikročipů   jsou  pak  podrobněji 
rozebrány z hlediska jejich funkce.   Tato kapitola nemá být vyčerpávajícím přehledem, nicméně má 
ilustrovat široký kombinační potenciál metody a popsat nejen její současný stav, ale i nově se objevující 
možnosti.  Druhá  část   (kapitola  1.2   Viry)  je  věnována virům použitým v  této  práci  a   současným 
metodám   jejich   detekce.  Třetí   a   poslední   část   úvodu   (kapitola  1.3   Současný   stav   využ it í  
mikročipů   k  detekci   virů) má pak představit mikročipy jako jednu z dalších detekčních metod ve 
virologii a poskytnout nezbytný úvod k vlastní práci.

1.1 Mikročipy

1.1.1 Princip mikročipu

Mikročipy  (DNAmikročipy, anglicky „microarrays“)  představují molekulární metodu pro 
detekci nebo analýzu sekvencí nukleových kyselin. Princip metody (obrázek 1) spočívá v hybridizaci 
zkoumaných   sekvencí   (anglicky   „targets“)   ke   známým   jednořetězcovým   sekvencím   (próbám) 
imobilizovaným na vhodném povrchu (mikročip). Celý mikročip je tvořen uspořádanou maticí desítek 
až několika stovek tisíc různých prób; pozice každé próby v matici je předem definována. V jednom 
kroku je tak možno vyhodnotit až tisíce individuálních hybridizací. Vlastní hybridizace (tj. vznik páru: 
zkoumaná   sekvence   –   próba)   je   detekovatelná   díky   označení   zkoumaných   sekvencí   nějakým 
molekulárním markerem, nebo je vzniklý pár detekován fyzikálněchemickými metodami.

Obrázek   1:     Princip   mikročipu.     A)   mikročip   s   próbami;   B)   hybridizace   zkoumaných   sekvencí   označených  
markerem (šedá kolečka); C) ve dvou případech došlo k hybridizaci, která je detekovatelná díky přítomnosti  
markeru. 

V   současnosti   existují   i   tzv.   proteinové   mikročipy,   kde   jako   próby   slouží   specifické 
protilátky (nebo obecně proteiny) a analyzovány jsou proteiny izolované ze vzorku. Zaměření této práce 
a rozsáhlost problematiky mikročipů však omezují následující výklad na detekční mikročipy založené 
na hybridizaci nukleových kyselin.
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1.1.2 Povrch mikročipu a jeho úpravy

Z hlediska stavby mikročipu rozlišujeme vlastní nosný materiál mikročipu (nosič, sklíčko, 
anglicky   „slide“)   a   povrchovou   vrstvu   (někdy   též   substrát),   na   kterou   jsou   imobilizovány   próby. 
Povrchová vrstva může být s nosičem totožná nebo může mít odlišné chemické složení. 

Nejčastějším nosným materiálem je  sklo,  hojně  se využívají   také  plastové  nosiče.  Další 
možnosti představují nylonové, nitrocelulózové nebo celulózové membrány, kovy, silikon, atp. Použití 
konkrétních materiálů   závisí   na  předpokládaném použití  mikročipu.  Skleněné   povrchy mají   slabou 
vlastní   fluorescenci   a   jsou   tedy   vhodné   pro   práci   s   fluorescenčně   značeným   materiálem.   Jejich 
neporézní, hladký povrch umožňuje použít menší objemy analyzovaných vzorků, zrychluje také reakční 
kinetiku. Dobře snáší vysoké teploty a silné roztoky, umožňuje kovalentní vazbu prób a použití více 
různých fluorescenčních barviček [1]. Nylonové nebo nitrocelulózové membrány se využívají při práci 
s   radioaktivně   značenými   sekvencemi,   i   když   jejich   rozlišovací   schopnosti   jsou  oproti   upraveným 
skleněným povrchům slabší [2]. Byly zkoušeny i speciální porézní povrchy tvořené systémem kanálků, 
uvnitř kterých jsou próby [např. 3 , 4]. 

Na většinu nosných materiálu (zvlášť membrány) lze próby imobilizovat přímo [např.  5], 
častěji   jsou však jejich povrchy upraveny nanesením tenké  vrstvy substrátu o odlišném chemickém 
složení. Nejpoužívanější jsou aminové, aldehydové či epoxidové substráty umožňující kovalentní vazbu 
prób.   K   vazbě   biotinylovaných   prób   lze   použít   avidinové   či   streptavidinové   substráty   [6],   dobré 
výsledky poskytují   též  substráty tvořené   tenkou vrstvou nitrocelulózové  membrány, i když se zatím 
využívají spíše u proteinových mikročipů [např. 7]. Povrchovou vrstvu může tvořit i tenká vrstva zlata 
[např.  8 ,  9] či jiného kovu (nikl, stříbro, měď, platina) [např.  10], jako substráty lze využít i gely. Ty 
představují   lehce   připravitelné   a   levné   řešení   pro   nenáročné   mikročipové   aplikace   [11].  U 
hydrogelových mikročipů na bázi polypropylen glykolu jsou próby imobilizovány v určitém objemu (a 
ne jenom na určité ploše jako u ostatních typů mikročipů), což umožňuje větší vazebnou kapacitu, větší 
rozestupy   imobilizovaných   prób   mezi   sebou   a   homogenní   vodní   obal   prób   [12 ,  13].   Vrstvu 
světlocitlivé látky bránící vazbě nukleotidů mají pak mikročipy, které umožňují syntézu prób přímo na 
povrchu mikročipu (viz kapitola 1.1.4.1).

1.1.3 Typy prób

1.1.3.1 PCR próby

Jedná   se   o   200   –   1000   párů   bází   (bp)   dlouhé   molekuly   DNA,   získané   amplifikací 
(namnožením)   ze   zkoumaného   genomu   pomocí   specifické   PCR   (polymerázová   řetězová   reakce, 
anglicky „polymerase chain reaction“). V případě, že je zkoumaný genom tvořen molekulami RNA, 
předchází   vlastní   amplifikaci   ještě   reverzní   transkripce.   Připravenou   próbu   je   nutno   přečistit, 
sekvenovat a většinou i klonovat do plazmidu pro pozdější použití. Před imobilizací prób na povrch 
mikročipu a před vlastní hybridizací se musí próby denaturovat. 

PCR próby se používaly hlavně v počátcích vývoje mikročipů [14]. V současnosti se od 
jejich   použití   ustupuje,   neboť   jejich   příprava   je   zdlouhavá,   pracná   a   dražší   než   u   komerčně 
syntetizovaných   prób.   Navíc   PCR   může   vnést   do   sekvence   próby   řadu   nepřesností,   které   jsou 
způsobeny nerovnoměrnou amplifikací,  vznikem chimérických či  nepřírodních sekvencí   [15],  nebo 
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kontaminací jinou sekvencí [16]. PCR próby také nejsou schopny –   díky své délce – rozlišit drobné 
změny v sekvenci   [17].  PCR próby se stále   ještě  používají  v  některých pracích k přípravě   cDNA 
mikročipů,   i   zde   je   však   možno   připravenou   PCR   próbu   sekvenovat   a   navrhnout   vhodné   próby 
syntetické [18].

1.1.3.2 Syntetické próby

Vhodnější, levnější a v současnosti nejvíce používanou variantou jsou 30 – 70 bp dlouhé 
jednořetězcové DNA próby. Jsou komerčně syntetizovány v dostatečné kvalitě a kvantitě, a odpadá tak 
celá řada procedur nutná pro přípravu PCR prób [19]. Syntetické próby není nutné před imobilizací na 
povrch   mikročipu   denaturovat,   mají   vyšší   specifitu   než   dlouhé   PCR   próby   [20 ,  21],   mohou   být 
syntetizovány podle   libovolného  úseku  z  genomu,  mohou  být   připraveny   i  próby o  náhodné  nebo 
libovolné   chimérické   sekvenci.   Próby   mohou   být   také   syntetizovány   přímo  in   situ  –   na   povrchu 
mikročipu – pomocí speciálních technologií (viz kapitola 1.1.4.1 – Syntéza prób in situ). 

K usnadnění vazby próba – povrch (substrát) mikročipu může být 5' nebo 3'konec próby 
modifikován (aminoskupinou, biotinem, apod.).

1.1.3.3 PNA próby

PNA   (peptidové   nukleové   kyseliny,   anglicky   „peptide   nucleic   acid“)   próby   představují 
relativně nový typ prób používaný při vývoji mikročipů [např. 22]. Jedná se o syntetické analogy DNA, 
ve   kterých   je   chemická   kostra   DNA   (tvořená   deoxyribózou   a   fosfátovými   skupinami)   nahrazena 
polypeptidem.   Schopnost   hybridizace   s   DNA   je   přitom   zachována   [23].   Výhodou   PNA   oproti 
klasickým DNA próbám je přítomnost neutrální polypeptidové kostry, která zvyšuje specifitu párování 
DNA/PNA, zlepšuje hybridizační vlastnosti [22] i chemickou a enzymatickou stabilitu páru DNA/PNA 
[24]. Její odlišná struktura pak umožňuje principiálně nové způsoby detekce hybridizovaných molekul 
(viz kapitola 1.1.7.4).

1.1.4 Příprava mikročipu

1.1.4.1 Syntéza prób in situ

Při   syntéze  prób  in   situ  se  používají  nukleotidy vybavené   fotocitlivou skupinou bránící 
vazbě dalšího nukleotidu. Také povrch mikročipu je chráněn speciální fotocitlivou vrstvou. Próby se 
syntetizují   postupně,   po   jednom nukleotidu,   střídáním 1.)  ozařování   příslušných míst   a  2.)  přidání 
jednoho z nukleotidů   (dATP,  dCTP,  dGTP nebo dTTP).  Ozářením se umožní  vazba nukleotidu na 
příslušné místo, navázáním nukleotidu na toto místo je vazbě dalších nukleotidů opět zabráněno. Celý 
proces je řízen počítačem tak, aby bylo možno v co nejméně krocích syntetizovat všechny požadované 
próby.

V   současné   době   (2007)   se   přípravou   mikročipů  in   situ  komerčně   zabývají   firmy 
Affymetrix (www.affymetrix.com) a Nimblegen (www.nimblegen.com). Affymetrix používá ozařování 
přes speciální masky, které je nutné před každým dalším krokem vyměnit, Nimblegen používá soustavu 
mikrozrcadel,   která   jsou   nastavitelná   a   odráží   paprsky   na   příslušné   místo.   Obě   technologie   jsou 
schopny připravit mikročipy s 1 – 2 milióny různých prób (dle firemních webových stránek, říjen 2007). 
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Nevýhodou celé technologie je zatím její cena [25].

1.1.4.2 Tisk připravených prób

Jednodušší a levnější variantou než syntéza prób in situ je imobilizace předem připravených 
prób k povrchu mikročipu. Celý proces se anglicky nazývá „spotting“ nebo „printing“, odtud český 
ekvivalent „tisk“. Přístroj tisknoucí próby obsahuje sadu dutých mikrojehel, které se nejprve ponoří do 
roztoku próby, část nasají a přenesou na předem určené místo na povrchu mikročipu. Nasátí roztoku 
probíhá většinou díky kapilárnímu jevu, vyprázdnění mikrojehly je možné díky povrchovému napětí 
mezi roztokem próby a povrchem (substrátem) mikročipu [16]. Popsaný proces se často označuje jako 
kontaktní tisk, neboť při něm dochází ke kontaktu mikrojehly s povrchem (substrátem) mikročipu. Próby 
lze   na   povrch   mikročipu   dopravit   také   bezkontaktně   (bezkontaktní   tisk)   –   rozprašováním   kapiček 
roztoku   próby   z   trysky   nad   povrchem   mikročipu.   K   tomuto   účelu   lze   dokonce   použít   i   běžně 
dostupných bublinkových tiskáren [26 , 27]. 

Podle   typu   povrchu   (substrátu)   mikročipu   a   modifikace   próby   pak   dochází   buď   ke 
kovalentní   vazbě   próby   k   povrchu   nebo   se   próba   váže   jen   na   základě   afinity   k   substrátu   (např. 
streptavidinový substrát a biotinylovaná próba) a je nutná fixace próby pomocí tepla, UV záření, nebo 
elektrostaticky [28].

1.1.4.3 Jiné techniky ukotvení prób

K imobilizaci prób na povrch mikročipu lze použít i  elektrické pole. Mikročip je tvořen 
elektrodami, próba je na čip přidána v roztoku. Po krátkém elektrickém pulzu dochází k vazbě próby 
buď   na   příslušnou   elektrodu  nebo  na   specifický   substrát,   kterým je   elektroda  potažena   [29 ,  30]. 
Teoreticky je možné postupně obsadit každou elektrodu jinou próbou, tento způsob imobilizace prób je 
však zatím ve vývoji.

1.1.5 Příprava zkoumaných sekvencí (targets)

Sekvence analyzované na mikročipu (zkoumané sekvence, targets) jsou ve většině případů 
kopie   RNA   nebo   DNA   izolované   ze   vzorku   (popř.   genomové   knihovny).   Lze   je   získat   přepisem 
(transkripcí) DNA, reverzní transkripcí z RNA, nebo transkripcí z DNA do RNA. Zmíněné procesy 
slouží   jednak k získání  požadovaných fragmentů  zkoumaných sekvencí,  a  jednak ke zvýšení   jejich 
počtu (amplifikaci). Amplifikace může být selektivní – pomocí specifických primerů – nebo náhodná 
za použití  degenerovaných či  náhodných primerů.  Získané  molekuly mohou být  dále upravovány – 
spektrum možností je poměrně široké a volně kombinovatelné, konkrétní příklady jsou rozebírány v 
kapitole 1.3. 

Zároveň   s   přípravou   zkoumaných   sekvencí   (targets)   probíhá   většinou   i   jejich   značení 
nějakým molekulárním markerem, umožňujícím jejich následnou detekci na mikročipu (viz dále).
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1.1.6 Značení zkoumaných sekvencí (targets)

1.1.6.1 Fluorescenční značení

Převládající způsob značení zkoumaných sekvencí spoléhá na fluorescenční barvičky [31]. 
Fluorescenčně   označené   molekuly   lze   detekovat   přímo   vhodným   fluorescenčním   scannerem   (viz 
kapitola 1.1.7.1), výhodou je i možnost odlišit od sebe v jednom experimentu vzorky značené různými 
fluorescenčními barvičkami. Nevýhodu představuje vzájemné pohlcování fluorescence (zhášení) pokud 
jsou  molekuly  barvičky  příliš   blízko   sebe  [např.  32].  Existuje   celá   řada   různých   fluorescenčních 
barviček (např.: TexasRed, Bodipy, TAMRA, AMCA, Atto, atd.), nově se vyvíjí i barvičky schopné 
fluorescence na dvou odlišných vlnových délkách [33]. Ve většině současných studií se však používají 
jen 2 typy:  deriváty rhodaminu – barvičky Alexa Fluor (Alexa Fluor 555, 647) –  či deriváty cyaninu – 
barvičky Cy3 nebo Cy5. 

Dříve   používaným   způsobem   [34]   bylo   značení   pomocí   nukleotidů   s   navázanou 
fluorescenční barvičkou (dále jen fluorescenční nukleotid). Pro přípravu zkoumaných sekvencí (targets) 
se použije jeden typ fluorescenčního nukleotidu a směs neznačených nukleotidů (dATP, dCTP, dGTP, 
dTTP).   Ve   vzniklých   zkoumaných   sekvencích   (targets)   je   pak   část   nukleotidů   (od   jednoho   typu) 
nahrazena nukleotidem fluorescenčním. Tento způsob značení   (tzv.  přímé  značení,  anglicky „direct 
labelling“) vykazuje ale řadu problémů: fluorescenční nukleotidy jsou pro běžné typy polymeráz příliš 
velké,   takže   efektivita   jejich   začleňování   do   vznikajícího   řetězce   je   malá   a   závisí   i   na   použité 
fluorescenční barvičce [31]. 

Zmíněné   nevýhody   se   snaží   obcházet   nově   vyvinuté   metody   fluorescenčního   značení. 
Jednou z nich  je  značení  nepřímé   (tzv.  „indirect   labelling“).   Je  založeno na obdobném principu – 
použití   modifikovaných   nukleotidů   (viz   obrázek   2).   Modifikace   ale   spočívá   pouze   v   přidání 
aminoskupiny k jedné z bází. Tyto aminomodifikované nukleotidy (aminoallyl dNTP, aadNTP) jsou 
do vznikajícího řetězce začleňovány polymerázami lépe než fluorescenční nukleotidy a jsou podstatně 
levnější [35]. Fluorescenční barvička se pak váže do již hotového řetězce zkoumané sekvence (target) 
přes   aminoskupinu   příslušného   aadNTP.   Oproti   metodě   přímého   barvení   pomocí   fluorescenčních 
nukleotidů je množství templátu použitého při nepřímém značení menší [35], prodlužuje se ale čas a 
počet kroků nutných pro značení.

Obrázek   2.   Ilustrace   nepřímého   značení.  Nejprve   se   použijí   aminomodifikované   nukleotidy   (označené  
kolečkem),   které   jsou   polymerázou   snadno   začleněny   do   vznikajícího   řetězce.   Poté   následuje   barvení  
připravených sekvencí molekulami fluorescenční barvičky. 
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Další možností je použití fluorescenčně značených primerů. Primery jsou značeny na 5'
konci   jednou   nebo   více   molekulami   fluorescenční   barvičky   a   v   reakci   se   používají   neznačené, 
standardní nukleotidy. Výhodou opět je, že polymerázy nemusí pracovat s modifikovanými nukleotidy. 
Značení touto metodou je lepší a levnější než použití přímého značení fluorescenčními nukleotidy [36].

Nový   typ   fluorescenčních  látek  představují   tzv.  kvantové   tečky  („Quantum dots“,  QD). 
Jedná se o nanokrystaly připravené z polovodičových materiálů, sférického tvaru, většinou 2 – 10 nm  v 
průměru,   pokryté     biokompatibilním   materiálem.   Při   těchto   rozměrech   už   nabývají   na   významu 
kvantové   jevy (odtud název), emisní  spektrum QD závisí  na velikosti použitého materiálu.  Detekce 
laserovým   konfokálním   scannerem.   [37 ,  38 ,  39].   Ačkoliv   teoreticky   by   měly   být   lepší   než 
fluorescenční barvičky, zatím nebylo dosaženo stejného intenzity značení [40]. Nevýhodou je jejich 
nespecifická  adsorpce k různým povrchům a fakt, že současné  fluorescenční  scannery neoperují  na 
vlnových délkách nutných pro excitaci QD (vlnové délky menší než 530 nm) [41].
 

1.1.6.2 Radioaktivní značení

Přímou detekci značených molekul na mikročipu umožňuje i radioaktivní značení  [např. 
42 ,  43 ,  44],   i   když   patří   v   oblasti   mikročipů   spíše   k   okrajově   používaným.   Provádí   se   opět 
prostřednictvím   vkládání   modifikovaných   nukleotidů   do   syntetizovaných   řetězců   při   přípravě 
zkoumaných sekvencí. Modifikace v tomto případě spočívá v nahrazení jednoho nebo více atomů v 
nukleotidu jejich radioaktivními protějšky. Používají se izotopy síry, fosforu nebo vodíku. Výhodnou 
takto značených nukleotidů   je chemická  totožnost značeného a neznačeného nukleotidu – není  tedy 
ovlivněna efektivita jejich použití polymerázami. Množství vzorku potřebné pro radioaktivní značení je 
menší než v případě značení fluorescenčního [45]. Nevýhodou byla dlouho malá prostorová rozlišovací 
schopnost detekčních zařízení a nemožnost použít různé značení pro více vzorků. Obě tyto nevýhody 
však mohou být v budoucnosti překonány (viz kapitola 1.1.7.2).

1.1.6.3 Značení biotinem nebo digoxigeninem

Podobně   jako   fluorescenční   nukleotidy   lze   k   označení   zkoumaných   sekvencí   (targets) 
použít i nukleotidy či primery nesoucí jiný marker. Většinou se používají nukleotidy značené biotinem 
[např.  46] či digoxigeninem [např.  47 ,  48]. Oproti fluorescenčním nukleotidům jsou navíc levnější a 
snáze   se   polymerázám   do   vznikajícího   řetězce   začleňují   [31].   Biotin   lze   připojit   na   3'konec 
zkoumaných sekvencí i chemickou reakcí [např. 37]. Nevýhodu představuje nemožnost přímé detekce 
takto   značených   molekul   –   po   hybridizaci   je   nutno   použít   se   látky   s   afinitou   k   biotinu,   popř. 
digoxigeninu, které teprve nesou marker umožňující vlastní detekci (podrobněji v kapitole 1.1.7.3). 

1.1.6.4 Jiné typy značení

Ke značení   zkoumaných   sekvencí   (targets)  byly   zkoušeny  příklad   i   chemiluminiscentní 
látky, které ale nedosahovaly potřebného rozlišení a citlivosti [např. 3]. 

1.1.6.5 Použití neznačených sekvencí

K hybridizaci lze použít i neznačených zkoumaných sekvencí (targets). Zkoumané sekvence 
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se připraví pomocí standardních, neznačených nukleotidů nebo může být použita přímo RNA či DNA 
extrahovaná   ze   vzorku.   Způsoby   jejich   detekce   po   vlastní   hybridizaci   na   mikročipu   závisí   na 
vlastnostech a typu mikročipu a jsou podrobněji uvedeny v kapitole 1.1.7.4.

1.1.7 Detekce hybridizovaných sekvencí

1.1.7.1 Detekce fluorescenčně značených sekvencí

Fluorescenčně   značené   molekuly   lze   na   mikročipu   detekovat   přímo   –   změřením 
fluorescence pomocí fluorescenčního scanneru. Vyhodnocení jednoho mikročipu trvá obvykle několik 
minut a je možno měřit fluorescenci několika fluorescenčních barviček najednou. Nepříjemným, nově 
zjištěným faktem je, že intenzita fluorescence – zvláště cyaninových fluorescenčních barviček Cy3 a 
Cy5 –  závisí na typu použitého scanneru [49]. 

1.1.7.2 Detekce radioaktivně značených sekvencí

Také   radioaktivně   značené   sekvence   lze   detekovat   přímo   speciálním   zobrazovacím 
přístrojem (tzv. „phosphoimager“), doba detekce se pohybuje obvykle v řádu několika hodin. Možnost 
rozlišovat jednotlivé izotopy podle emitované energie a také lepší rozlišovací schopnosti nabízí nově 
vyvinuté scannery [50 , 51]. Ty zároveň umožňují i detekci radioaktivity v reálném čase.

1.1.7.3 Detekce sekvencí značených biotinem nebo digoxigeninem

Princip detekce biotinem nebo digoxigeninem značených sekvencí je založen na existenci 
párů se vzájemnou afinitou: biotinu – streptavidinu (avidinu) nebo digoxigeninu – antidigoxigeninu 
(fragmentů   specifických protilátek  proti  digoxigeninu).  Ke značeným sekvencím se  přidá  příslušný 
vazebný   partner   značící  molekuly   (streptavidin  nebo   antidigoxigenin),   který   zároveň   nese  marker 
umožňující detekci (viz obrázek 3).

Markerem může být třeba enzym, který způsobuje barevnou změnu vhodného detekčního 
substrátu   (obrázek  3.A).  Tento   způsob  detekce   je   používán  hlavně   u   jiných  molekulárních  metod 
(typicky DotBlot,  viz kapitola 1.2.2.5),  v  technice mikročipů   je ojedinělý   [např.  52 ,  53].  Více se 
využívá  jeho obměny –  techniky TSA (z anglického „tyramide signal amplification“), která  v okolí 
enzymu může ukládat přímo fluorescenčně značený substrát [např.  54 ,  55]. Touto technikou zároveň 
dochází k zesílení intenzity signálu (podrobněji v kapitole 1.1.7.5).

Dalším možným markerem může  být   přímo molekula   fluorescenční   barvičky   (obrázek 
3.B).  Oproti  TSA technice odpadá   reakce substrátu  s  enzymem a  je  možno použít  přímou detekci 
fluorescenčním scannerem [např. 56 , 57].

Ke zviditelnění biotinem značených sekvencí lze použít i konjugáty streptavidinu a zlata, s 
následným vysrážením stříbra na zlatých nanočásticích (obrázek 3.C) [např. 58 , 59 , 60].
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Obrázek   3.   Detekce   biotinem   značených   sekvencí.  Ve   všech   případech   je   detekce   založena   na   afinitě  
streptavidinu  (ovál  označený  písmenem S)  k  biotinu  (kolečka  na  hybridizovaných  sekvencích).  A)  připojený  
enzym   způsobuje   změnu   barvy   detekčního   substrátu   nebo   jeho   ukládání   v   místě   reakce;   B)   fluorescenční  
barvička vázaná na streptavidin; C) detekce a zesílení signálu vysrážením stříbra (černé kroužky) na atomech 
zlata vázaných k molekule streptavidinu.

1.1.7.4 Detekce neznačených sekvencí

Detekce neznačených sekvencí  využívá  kombinací 
celé řady nejrůznějších přístupů. Neznačené sekvence je možné 
hybridizovat   na   mikročipu   zároveň   s   krátkými 
jednořetězcovými DNA próbami, hybridizujícími v jiném místě 
než vlastní detekční próba (tzv. sekundárně hybridizující próby, 
viz obrázek 4). Tyto sekundárně hybridizující próby mohou být 
označeny fluorescenčně   [např.  4],  biotinem či  digoxigeninem 
[např.  61] nebo zlatem [např.  62 ,  63] a detekovány podobně, 
jako   výše   uvedené   značené   sekvence.   Jako   sekundárně 
hybridizující   próby   mohou   být   použity   i   rozvětvené 
oligonukleotidy   (tzv.   dendrimery),   nesoucí   molekuly 
fluorescenční barvičky [např. 64].

Celou   řadu   variant   zahrnuje   i   detekce   elektrická 
[např. 65 , 66 , 67 , 68 , 69], elektrochemická [např. 70 , 71 , 72 , 
73 ,  74 ,  75],   techniky   povrchové   plasmonové   rezonance 
(anglicky „surface plasmon resonance“) [9 ,  76 ,  77 ,  78,  79], 
detekce   pomocí   mikroskopie   atomárních   sil   (AFM,   anglicky 
„atomic force microscopy“) [8 , 80].

Možnost   detekovat   neznačené   sekvence   nabízí   i 
PNA   mikročipy   v   kombinaci   s   hmotnostní   spektrometrií 
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detekující fosfátové skupiny v DNA, které chybí u PNAprób (viz kapitola 1.1.3.3) [22 , 24 , 81, 82].
Jsou vyvíjeny i další nové techniky [83 ,  84 ,  85] nebo speciální mikročipy [86 ,  87 ,  88 , 

89], které využívají neznačené zkoumané sekvence.

1.1.7.5 Techniky zesílení signálu

Mikročipy často vyžadují k citlivé detekci hybridizaci dostatečného množství zkoumaných 
sekvencí.   Rutinně   se   tedy   materiál   ze   vzorku   amplifikuje   pomocí   PCR   nebo   RTPCR.   I   takto 
připravený materiál může být ale mikročipem detekován velmi slabě nebo vůbec. Proto byly vyvinuty 
techniky,   které   mohou   slabý   signál   dodatečně   zesílit   nebo   rovnou   zesilují   značení   zkoumaných 
sekvencí. Zesílení signálu probíhá většinou na mikročipu po hybridizaci zkoumaných sekvencí.

Zesílení signálu poskytují některé techniky uvedené v kapitolách 1.1.7.4 a 1.1.7.5, například 
technika  vysrážení   stříbra   na   zlatem   značených   sekvencích  nebo  použití   fluorescenčně   značených 
dendrimerů.  K zesílení   signálu  byl  použit   i  kapsidový  protein  viru  Cowpea mosaic  virus   (CPMV) 
nesoucí na svém povrchu několik molekul fluorescenční barvičky [90].

Dodatečné   zesílení   slabého   signálu   nabízí   metoda   TSA,   použitelná   pro   zesílení 
fluorescenčně nebo biotinem či digoxigeninem značených sekvencí. Využívá specifické protilátky proti 
příslušné značící molekule (tj. fluorescenční barvičce, biotinu nebo digoxigeninu) spojené s enzymem 
křenovou peroxidázou. Ta mění tyramidový substrát na aktivní, oxidovanou formu, která se snadno váže 
na molekuly v blízkém okolí. Jelikož k molekulám tyramidu je zároveň kovalentně připojena i příslušná 
značící   molekula   (fluorescenční   barvička,   biotin   nebo   digoxigenin),   dochází   k   lokálnímu   zvýšení 
koncentrace značících molekul a tím i k zesílení signálu (viz obrázek 5).

Obrázek 5. Zesílení  signálu metodou TSA.  A) K fluorescenčně značeným sekvencím se přidá protilátka proti  
fluorescenční   barvičce   s   navázanou   křenovou   peroxidázou;   B)   enzym   produkuje   aktivní   formu   tyramidu  
(trojúhelníčky); C) aktivovaný substrát se ukládá v blízkém okolí spolu s navázanou molekulou fluorescenční  
barvičky – dochází k zesílení signálu oproti původnímu stavu.

Mechanizmus  valivé   kružnice   a   přídatné,   cirkularizovatelné   próby  v   roztoku   (Cpróby, 
Padlock próby) používají pro zesílení signálu některé mikročipy. Próby na mikročipu nejsou v tomto 

9



případě komplementární k sekvencím ze vzorku ale k sekvencím na Cpróbě (padlock próbě) – tzv. ZIP 
sekvence   (viz   obrázek   6).   Na   obou   koncích   Cpróby   (v   lineárním   stavu)   jsou   zároveň   sekvence, 
komplementární k těsně sousedícím oblastem ve vzorku, a sekvence univerzálních primerů.

Obrázek 6. Princip amplifikace Cprób. A) próba v lineárním stavu; B) v případě, že sekvence vzorku odpovídá  
sekvencím obou koncových oblastí Cpróby, dojde k její cirkularizaci a ligaci ligázou (L). Mechanizmem valivé  
kružnice se pak celá Cpróba amplifikuje a hybridizuje na mikročip C).

Cpróba   hybridizuje   k   sekvencím   ze   vzorku   v   lineárním   stavu   a   v   případě,   že   najde 
odpovídající   sekvenci,   je   cirkularizována   pomocí   ligázy.   Lineární   Cpróby   se   zničí   exonukleázou, 
cirkularizované Cpróby se amplifikují mechanizmem valivé kružnice a hybridizují na mikročip [91, 
92]. 

Existují   i   další   varianty,   které   používají   próby   lineární   a   k   amplifikaci   dochází   až   po 
hybridizaci na mikročip [93].

1.2 Viry

1.2.1 Stručná molekulární charakteristika virů použitých v této práci

Sedm vybraných virů ovocných stromů patří do početně největší skupiny rostlinných virů, 
jejichž genom je tvořen jednořetězcovou lineární RNA, která je přímo použitelná jako templát k syntéze 
proteinů. Taxonomicky patří zmiňované viry do tří velkých čeledí: Bromoviridae  Apple mosaic virus 
(ApMV), Prunus necrotic ringspot virus (PNRSV), Prune dwarf virus (PDV); Flexiviridae  Apple stem 
grooving  virus   (ASGV),  Apple  stem pitting  virus   (ASPV),  Apple  chlorotic   leafspot  virus   (ACLSV);  
Potyviridae    Plum pox virus   (PPV).V České   republice  představují   tyto  viry nejrozšířenější  virové 
patogeny ovocných stromů.  Následující  charakteristiky byly sepsány podle záznamů  v databázi virů 
ICTVdB [94].

Zástupci čeledi Bromoviridae (ApMV, PNRSV a PDV) patří všichni k rodu Ilarvirus a mají 
genom rozdělen do tří různých segmentů (2 3,5 kb dlouhých), z nichž každý je zabalen v samostatné 
kapsidě   –   tvoří   tedy   viriony   o   třech   různých   sedimentačních   konstantách.   K   5'konci   genomu   je 
připojen speciální 55' vazbou 7methylguanosin trifosfát (tzv. čepička, z anglického „cap“), chránící 
RNA před exonukleolytickou degradací. 3'konec genomu je tvořen větším či menším počtem náhodně 
se opakujících motivů, které se mohou skládat do vlásenkovitých struktur. V jejich genomu nalezneme 
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celkem 4 čtecí rámce (geny), kódující protein s methyltransferázovou a helikázovou doménou (segment 
RNA1), RNA polymerázu (segment RNA2), protein umožňující šíření z buňky do buňky (movement 
protein) a kapsidový protein (segment RNA3). Součástí virionů bývá i subgenomová RNA (RNA4), 
která obsahuje čtecí rámec pro kapsidový protein. 

Zástupci   čeledí   Flexiviridae   (ASGV,   ASPV   a   ACLSV)   a   Potyviridae   (PPV)   mají 
nesegmentovaný   genom,  na   jehož   3'konci   je  poly(A)sekvence.  5'konec  genomu PPV  je   chráněn 
proteinem VPg (z anglického „viral protein genomelinked“), viry z čeledi Flexiviridae mají na 5'konci 
čepičku (cap). 

Genom ACLSV (rod Trichovirus) obsahuje 3 čtecí rámce, kódující pořadě  (od 5'konce) 
protein  s  methyltransferázovou,  helikázovou a  RNA polymerázovou doménou,  movement  protein  a 
kapsidový protein. Struktura genomu ASGV (rod Capillovirus) je obdobná, první čtecí rámec obsahuje 
navíc proteázovou doménu. Virus ASPV (rod Foveavirus) má 5 čtecích rámců. Podle prvního z nich se 
tvoří protein s   methyltransferázovou, helikázovou a RNA polymerázovou doménou, poslední slouží 
jako templát  pro kapsidový  protein. Zbylé  3 čtecí  rámce kódují   tři  proteiny, zajišťující  šíření  viru z 
buňky do buňky (tzv. „tripple gene block“  analogie movement proteinu).

Genom PPV  (rod  Potyvirus)   je   tvořen   jediným čtecím rámcem,  který   je   překládán  do 
dlouhého polyproteinu. Ten se štěpí  ve spolupráci s proteázami hostitelské  buňky na deset proteinů 
zahrnujících 3 proteázy, kapsidový protein, RNA polymerázu, helikázu, a další 4 proteiny s funkcí při 
replikaci viru.

1.2.2 Současné metody detekce rostlinných virů

1.2.2.1 ELISA

ELISA (z anglického „EnzymeLinked  ImmunoSorbent  Assay“) je metoda založená na 
detekci  proteinů   pomocí   specifických  protilátek.  Virové   proteiny  ze  vzorku  jsou   imobilizovány  ke 
stěnám testovací  jamky buď  přímo nebo pomocí  specifických protilátek, jiné  specifické  protilátky s 
navázaným enzymem jsou pak použity ke zviditelnění navázaných proteinů – po přidání enzymového 
substrátu dochází k barevné změně (podrobněji viz [95 , 96]).

Výhodou  metody   je   komerční   dostupnost   řady   standardizovaných  protilátek   a  možnost 
automatizace procesu pro větší množství vzorků. Nevýhodou je závislost citlivosti metody na stupni 
virové exprese a kvalitě protilátek [97]. V některých případech také určení jednotlivých izolátů pomocí 
ELISA testů neodpovídá jejich zařazení jinými molekulárními metodami (např. PCR) [98]. 

1.2.2.2 PCR (RTPCR)

PCR   (z   anglického   „Polymerase  Chain  Reaction“)   je   založena   na   exponenciální 
amplifikaci   vybraného   úseku   genomu,   ohraničeného   dvěma   krátkými   sekvencemi   –   primery 
(podrobněji viz [99]). Výsledky amplifikace se vyhodnocují pomocí gelové elektroforézy. V případě 
RNA virů  se provádí v kombinaci s reverzní  transkripcí (RTPCR) [např.  100].  Citlivost metody je 
vyšší než u ELISA testů [např.  101 ,  102], také umožňuje lepší rozlišení jednotlivých izolátů [103 , 
104].

Vylepšením RTPCR je  multiplex RTPCR, kdy v  jedné   reakci probíhá  zároveň  několik 
různých PCR s několika různými páry primerů.  Výhodou je úspora času a reagencií,  nevýhodou je 
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komplikovaná   optimalizace   metody   a   často   snížená   citlivost   oproti   klasické   RTPCR.   Lze   také 
detekovat jen několik málo virů současně – např. multiplex RTPCR detekující ApMV, ASGV, ASPV a 
ACLSV [105 ,  106].  Citlivost RTPCR lze zvýšit  kombinací   s   technikami ELISA: RTPCRELISA 
[např. 107] nebo tzv. „immunocapture“ RTPCR [např. 104 , 108 , 109].

1.2.2.3 Realtime PCR

Realtime   PCR   je   metoda   vycházející   z   běžné   PCR,   dovoluje   však   detekci   a   měření 
koncentrace  produktů  PCR v  reálném čase –  přímo v průběhu PCR.  Detekce   je  založena buď  na 
fluorescenčních   molekulách   vázajících   DNA   nebo   na   fluorescenčně   značených   primerech   nebo 
próbách. Fluorescence vzorku roste se vzrůstající koncentrací syntetizované DNA a je zaznamenávána 
přístrojem, ve kterém celá PCR reakce probíhá – podrobněji viz  [110 ,  111]. Hlavní výhodou oproti 
běžné PCR je možnost přesného stanovení počáteční koncentrace templátu a vyhodnocení celé reakce 
bez nutnosti použít  gelovou elektroforézu. Pro RNA vzorky lze použít  jednokrokovou realtime RT
PCR, kdy reverzní transkripce i následná realtime PCR probíhají v jedné zkumavce.

Realtime  RTPCR  je  minimálně   100x  citlivější   než  RTPCR  [112 ,  113].  V živočišné 
virologii nahrazuje běžnou PCR (popř. RTPCR) – poměr počtu článků využívajících běžnou PCR a 
realtime PCR detekci živočišných virů je za poslední dva roky přibližně 1 : 2. V poslední době se 
začíná více využívat i pro detekci a kvantifikaci rostlinných virů [např. 112 , 114 , 115 , 116]. Rozlišit 
několik virů najednou je možné v multiplex realtime RTPCR, která je citlivější než multiplex RTPCR 
[např.  114]. Z virů použitých v této práci byla realtime PCR využita zatím pouze pro detekci PPV 
[např. 117 , 118 , 119 , 120], PNRSV [121] a ACLSV [122].

1.2.2.4 NASBA

NASBA (z  anglického  „Nucleic  Acid  Sequence  Based  Amplification“)   je  metoda  pro 
detekci   RNA   sekvencí;   svým   provedením   a   exponenciální   amplifikací   připomíná   RTPCR, 
amplifikována   je   však   RNA   –   podrobněji   viz   [123 ,  124].   Celá   reakce   probíhá   díky   použitým 
enzymům (reverzní transkriptáza viru AMV („avian myeloblasty virus“), RNázaH, RNA polymeráza 
T7) při konstantní teplotě. 

Amplifikovanou RNA lze detekovat například pomocí gelové elektroforézy [125], většinou 
se ale  NASBA používá  ve spojení   s  fluorescenčním značením [např.  126 ,  127 ,  128 ,  129],  které 
umožňuje sledovat průběh reakce v reálném čase – obdobně jako při použití realtime PCR. NASBA je 
citlivější než běžná RTPCR [130 , 131], umožňuje i multiplex detekci několika virů [128] nebo jejich 
izolátů [129 , 132].

Z virů použitých v této práci byla metodou NASBA detekovány pouze ASPV [133] a PPV 
[134].

1.2.2.5 Další metody

K detekci rostlinných virů se dá využít i dříve hojně používá metoda DotBlot [např. 135 , 
136 , 137 , 138]. Jejím principem je hybridizace značené (radioaktivně, digoxigeninem nebo biotinem) 
próby o známé  sekvenci k DNA nebo RNA ze vzorků  ukotvené  na nylonové  nebo nitrocelulózové 
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membráně. Výhodou je možnost pomocí jedné próby testovat několik desítek různých vzorků zároveň.
K rozlišení   jednotlivých virových  izolátů   je  možno použít  metodu RFLP (z  anglického 

„Restriction   Fragment   Length   Polymorphism“),   která   porovnává   délky   fragmentů   po   restrikčním 
štěpením PCR produktů [107 , 139 , 140 , 141]. 

Dalšími možnosti nabízí modifikace nebo kombinace výše uváděných metod [např.  142 , 
143 ,  144],   samostatné  použití   tzv.  „molecular  beacons“   [např.  145 ,  146]  –  prób,  používaných k 
fluorescenčnímu značení v některých realtime PCR – nebo nově vyvíjené metody [např.  147]. Více 
konkrétních příkladů i nově vyvíjené techniky lze naleznout například v   [148 ,  149 ,  150]. Nově se 
uplatňující metodu pak představují vlastní mikročipy (viz následující kapitola).

1.3 Současný  stav využ ití  mikroč ipů  k detekci virů  

Původním účelem mikročipů bylo vyhodnocování genové exprese [1 , 151, 152], postupně 
se ale jejich schopnost rozlišit obrovské množství různých sekvencí v jednom kroku začala používat i 
pro detekci organizmů [153]. První mikročipy detekující viry se objevily v roce 2002 [56 , 154 , 155 , 
156] a do současné doby (říjen 2007) bylo na dané téma publikováno či do tisku přijato 80 článků. 
Většina z nich se zabývá detekcí živočišných virů, osm z nich je věnováno virům rostlinným [17 , 157 , 
158 , 159 , 160 , 161 , 162 , 163].

Nejvíce   mikročipů   bylo   vyvinuto   pro   detekci   virových   původců   chorob   člověka:   virů 
infekční žloutenky [164 ,  165 ,  166 ,  167 ,  168 ,  169 ,  170 ,  171 ,  172 ,  173 ,  174], virů způsobujících 
onemocnění dýchacích cest [156 ,  175 ,  176 ,  177 ,  178 ,  179 ,  180 ,  181,  182 ,  183 ,  184 ,  185 ,  186 , 
187 ,  188]  a  papillomavirů   [6 ,  57 ,  189 ,  190 ,  191 ,  192 ,  193 ,  194 ,  195 ,  196].  Na další   lidské 
patogeny se zaměřovaly  mikročipy  pro  detekci  viru  HIV („Human  immunodeficiency virus“)   [53 , 
197] a jiných retrovirů [198 ,  199], orthopoxvirů [155 ,  200 ,  201 ,  202], enterovirů [46 ,  52 ,  203 , 
204 ,  205],  herpesvirů  [206 ,  207 ,  208 ,  209 ,  210 ,  211],  rotavirů  [154 ,  212],  virů  způsobujících 
onemocnění  zažívacího traktu [213],  viru SARS („Severe acute respiratory syndrome“) [214 ,  215 , 
216], a jiných patogeních lidských virů  [56 ,  199 ,  204 ,  217 ,  218 ,  219 ,  220]. Byly také vyvinuty 
mikročipy pro identifikaci viru kulhavky a slintavky  [221 , 222 , 223] a myších virů [71].

Z rostlinných virů byly úspěšně detekovány viry napadající brambor: Potato virus Y (PVY), 
Potato virus X  (PVX),  Potato virus A  (PVA),  Potato virus S  (PVS) [17 ,  157 ,  158],  Potato leafroll  
virus (PLRV), Potato virus M (PVM) [157], Andean potato latent virus (APLV), Andean potato mottle  
virus  (APMV) [160], viry napadající  okurkovité:  Cucumber green mottle mosaic virus  (CGMMV), 
Cucumber fruit mottle mosaic virus (CFMMV), Kyuri green mottle mosaic virus (KGMMV), Zucchini  
green mottle mosaic virus (ZGMMV) [159],  Cucumber mosaic virus  (CMV) [161] a viry napadající 
ovocné stromy: PPV [práce přijaté do tisku: 162 , 163], ApMV, ASPV, PNRSV, PDV [práce přijatá do 
tisku: 163]. Poslední z citovaných prací je zároveň prezentována v této disertaci.

Ve   většině   studií   převažují   fluorescenční   metody.   Zkoumané   sekvence   jsou   většinou 
značeny pomocí  fluorescenčních nukleotidů,  některé  studie používají  nepřímé  fluorescenční  značení 
[např.  157,  179 ,  224] nebo fluorescenčně značené primery [např.  161 ,  171 ,  172].   Bylo popsáno i 
fluorescenční   značení   sekvencí   přímo   na   mikročipu   [194 ,  209 ,  212]   nebo   detekce   neznačených 
zkoumaných sekvencí pomocí sekundárně hybridizujících fluorescenčních prób [183 , 184].

V několika případech byly zkoumané  sekvence značeny biotinem nebo digoxigeninem a 
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detekovány pomocí enzymatické reakce [např. 180 , 222] nebo fluorescenčně značeným streptavidinem 
[167 ,  211].  K detekci  neznačených zkoumaných sekvencí  byly  použity   i   sekundárně  hybridizující 
próby značené zlatem [173] nebo elektrochemický mikročip [71].

Problémem zatím zůstává citlivost vyvinutých mikročipů vzhledem k malým koncentracím 
virů   v   rostlinách  –   jen   v   sedmi   pracích   bylo   detekovány   zkoumané   sekvence   připravené   reverzní 
transkripcí   [17 ,  156 ,  157 ,  159 ,  164 ,  206 ,  162].  V ostatních případech bylo  nutno  hybridizovat 
materiál připravený amplifikací v PCR. Jelikož viry nemají žádný univerzálně amplifikovatelný úsek, 
používá se většinou specifická RTPCR, která ovšem může do celého procesu vnést řadu nepřesností 
[15].   Částečně také degraduje výhody mikročipu – pro každý  virus je nutno připravit samostatnou 
reakci  a  odlišení   jednotlivých  fragmentů   je  možno provést   i  gelovou elektroforézou.  Možné   řešení 
představuje náhodná  amplifikace virové cDNA pomocí  PCR: restrictiondisplay PCR nebo random
primed PCR. V první případě je dvouřetězcová virová cDNA štěpena restrikčním enzymem a vzniklé 
fragmenty jsou amplifikovány pomocí  univerzálního primeru spojeného s adaptérem k restrikčnímu 
místu [např.  36 ,  172]. V druhé metodě je cDNA připravena přímo pomocí primeru sestávajícího ze 
dvou   částí:   jedinečné   univerzální   sekvence   a   náhodného   oktameru.   Připravená   cDNA   se   pak 
amplifikuje primerem komplementárním k univerzální části původního primeru [176 , 182 , 204 , 219]. 
Nevýhodou obou metod oproti specifické PCR je časová náročnost a  dodatečné reagencie. Lze použít i 
signál zesilující metody [90 , 220]. 

Neprozkoumaná je doposud i oblast různých značících metod, které mohou mít podstatný 
vliv na citlivost detekce [225].

14



2. Zaměřen í  práce

Ačkoliv v současné době se k detekci rostlinných virů používá celá řada metod, žádná z 
nich neumožňuje detekci většího počtu virů najednou při zachování dostatečné citlivosti a rozlišovací 
schopnosti.  Alespoň  principiálně   takové  možnosti  nabízejí  mikročipy.  Metoda,  která   se   již  úspěšně 
rozvíjí v diagnostice živočišných virů – zvláště pak virů patogenních člověku, ale v rostlinné virologii 
se zatím příliš neuplatňuje. Cílem výzkumu, představovaného v této práci, bylo prozkoumat možnosti 
této metody v detekci rostlinných virů. Konkrétní cíl – vyvinout mikročip vhodný pro paralelní detekci 
vybraných virů ovocných stromů –  byl definován následujícími body:

1.) Na základě  počítačové analýzy dostupných sekvencí  sedmi vybraných virů ovocných 
stromů (ApMV, ASPV, ASGV, ACLSV, PNRSV, PDV, PPV) navrhnout próby použitelné pro paralelní 
detekci zmíněných virů pomocí mikročipu. 

2.) Otestovat detekční limit mikročipu. 

3.)  Porovnat  citlivost  detekce  cDNA a PCR amplifikovaných vybraných úseků  genomu 
zmiňovaných virů.

4.)  Porovnat   tři   různé  metody   značení   s   ohledem na  citlivost  detekce:    přímé   značení 
pomocí   fluorescenčních   nukleotidů,   nepřímé   značení   pomocí   aminomodifikovaných   nukleotidů,   a 
značení fluorescenčním primerem. 

5.) Otestovat paralelní detekci virů pomocí mikročipu.
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3. Souhrn výsledků

Pokud není uvedeno jinak, byly výsledky prezentované v této kapitole přijaty k publikaci v 
časopise „Journal of Virological Methods“ (IF2006  = 2,097), kde jsou také podrobněji rozebrány (viz 
příloha B).

3.1 Návrh prób a příprava mikročipu

Na  základě   počítačové   analýzy   databázových   sekvencí   použitých   virů   byly   vytipovány 
konzervativní  úseky virových genomů  a do těchto oblastí  bylo navrženo 31 prób o délce 30 až  40 
nukleotidů,  které   splňovaly předem definovaný   limit:  a)  alespoň  80% homologii  k sekvenci  viru a 
zároveň  b)   identický  úsek s  virovou sekvencí  o  délce  minimálně  15 nukleotidů.  Próby musely mít 
zároveň co nejmenší podobnost (negace podmínek a,b) k sekvencím jiných virů a rostlin. Teoretická 
specifita   prób   je   podrobněji   dokumentována  v  přiloženém   článku.  Sekvence   kontrolní   próby   byla 
laskavě poskytnuta dr. Boonhamem (CSL, York, UK). 

Navržené  próby byly  syntetizovány  (fy  GeneriBiotech)  a   imobilizovány na  aldehydový 
povrch plastového mikročipu (fy Lambda, Freistadt, Rakousko).

3.2 Detekční limit mikročipu

Detekční   limit   mikročipu   byl   stanoven   pomocí   ředící   řady   syntetických   fluorescenčně 
značených  oligonukleotidů   (40nt)   komplementárních  k  próbám na  mikročipu.  Nejnižší   detekovaná 
koncentrace odpovídala 107  molekul,  z nichž  každá  byla označena  jednou molekulou fluorescenční 
barvičky.   Tento   detekční   limit   byl   potvrzen   i   následnými   hybridizacemi   (viz   3.3)   intenzivněji 
značených sekvencí (targets). Ke spolehlivé detekci virů tímto mikročipem je tedy nutné připravit buď 
dostatečné  množství  virových zkoumaných molekul (targets) nebo použít  některou z metod zesílení 
signálu.

3.3 Srovnání citlivosti detekce – virová cDNA vs. sekvence amplifikované RTPCR

Ve všech následujících testech byly pro přípravu zkoumaných sekvencí   (targets) použity 
přírodní izoláty virů ApMV, ASPV,   PNRSV, PDV a PPV, které byly nejprve otestovány specifickou 
RTPCR   na   přítomnost   všech   použitých   virů.   Byla   porovnávána   citlivost   detekce   dvou   typů 
zkoumaných   sekvencí   (targets:   a)   virové   cDNA připravená   pouze   reverzní   transkripcí,   b)   úseků   z 
virového   genomu   amplifikovaných   specifickou   RTPCR.   V   obou   případech   bylo   použito   nepřímé 
fluorescenční značení využívající aminomodifikované nukleotidy (aadUTP). 

Zatímco   RTPCR   produkty   byly   detekovány   všemi   próbami,   navrženými   pro   detekci 
amplifikované  oblasti   (s  výjimkou próby PDV6,  viz  dále),   zkoumané   sekvence sestávající  z  virové 
cDNA   nebyly   detekovány   ani   v   jednom   případě.   To   souhlasilo   se   zjištěným   detekčním   limitem 
mikročipu, neboť množství virové cDNA v hybridizovaných vzorcích (zjištěné pomocí realtime PCR) 
se pohybovalo od 103 do 105 molekul. 

Sekvenování   hybridizovaných   RTPCR   produktů   potvrdilo   specifitu   hybridizace   (dle 
podmínek a,b  v  kapitole  3.1)  s  výjimkou próby PDV6.  Ta nedetekovala zkoumané   sekvence  ani  v 
opakovaných hybridizacích, ačkoliv její podobnost se zkoumanými sekvencemi splňovala definovaný 
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limit. Pozdější experimenty ukázaly, že hybridizační chování této próby bylo ovlivněno její pozicí na 
hybridizovaném fragmentu (viz kapitola 3.5).

3.4 Srovnání citlivosti detekce – tři metody fluorescenčního značení

Jelikož použitá metoda značení zkoumaných sekvencí může mít vliv na výslednou citlivost 
mikročipu,   byly   porovnány   tři   různé   metody:   metoda   přímého   značení   pomocí   fluorescenčních 
nukleotidů, nepřímé značení pomocí aminomodifikovaných nukleotidů, a značení Cy3primerem. K 
testování   byly  použity  viry  ApMV,  PNRSV a  PDV;  zkoumané   sekvence  byly  ve  všech  případech 
připraveny specifickou RTPCR.

Připravené   sekvence   (tj.   „targets“)   značené   hybridizovaly  ke  všem  relevantním próbám 
nezávisle na zvolené značící metodě. Výjimku tvořila próba PDV6, ke které zkoumané sekvence viru 
PDV nehybridizovaly (obdobně jako v 3.3). Občasná slabá nespecifická hybridizace byla zaznamenána 
u sekvencí značených Cy3primerem  a metodou přímého značení.

Nejsilnější signál poskytovaly metody nepřímého značení a značení Cy3primerem. Přímou 
metodou značené   sekvence  dávaly ve srovnání   se  zbylými dvěma metodami vždy slabý,  ale  dobře 
rozlišitelný signál. Kvalita signálu (tj. intenzita signálu ve vztahu k fluorescenci pozadí) byla u přímého 
značení nejvyšší, nejsilnější fluorescence pozadí byla naměřena při detekci sekvencí značených Cy3
primerem.

Jako   optimální   se   jeví   metoda   značení   Cy3primerem,   která   byla   zároveň   metodou 
nejrychlejší a nejlevnější. Vhodnou optimalizací promývání by bylo možno zlepšit kvalitu signálu u této 
metody.

3.5 Vliv místa hybridizace próby na citlivost detekce

U   prób,   které   hybridizovaly   se   zkoumanými   sekvencemi   blízko   jejich   3konce   (próby 
PNRSV4   a   ApMV4)   bylo   pozorováno   statisticky   signifikantní   zeslabení   intenzity   signálu   oproti 
ostatním hybridizujícím próbám. V případě próby PDV6, která ležela pouze 42 nukleotidů od 3'konce 
zkoumaných sekvencí nebyla hybridizace detekována vůbec, ačkoliv teoreticky (na základě sekvenční 
podobnosti) zkoumané sekvence k této próbě hybridizovat měly. Zeslabení signálu byl nejlépe patrné u 
zkoumaných sekvencí značených Cy3primerem.

Závislost   intenzity   signálu   na   sekvenci   hybridizovaných   molekul   (targets)   nebyla 
pozorována.   Próby,   které   byly   obdobně   blízko   5'konci   zkoumaných   sekvencí   zeslabení   signálu 
nevykazovaly. 

Obdobné výsledky byly pozorovány i v práci Zhanga a kol. [226]. Jako možné vysvětlení 
se nabízí vliv molekul fluorescenční barvičky. Pár: próba – zkoumaná sekvence je více nestabilní, když 
se zkoumaná sekvence váže k próbě jedním ze svých konců. Pokud by molekula fluorescenční barvičky 
v blízkosti próby dokázala takový pár stabilizovat, pevnější spojení spojení páru: próba – zkoumaná 
sekvence by se tvořilo v případě 5'konce zkoumané  sekvence kde lze předpokládat vyšší efektivitu 
značení sekvence. Tento jev by byl nejmarkantnější u sekvencí značených pouze na 5'konci (např. Cy3
primerem),  což  odpovídá  pozorované  skutečnosti.  Další   roli  může hrát   i  orientace nebo prostorové 
uspořádání volného konce zkoumaných sekvencí vzhledem k povrchu mikročipu a příslušné próbě.
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3.6 Paralelní detekce virů

Předběžné   testy  paralelní  detekce  (dosud nepublikováno)  byly provedeny s  viry ApMV, 
PNRSV,  PDV  a  ASPV.   Zkoumané   sekvence   byly   připraveny  dle   protokolů   použitých  v  přiložené 
publikaci, ke značení byly použity příslušné Cy3primery. Každá zkoumaná sekvence byla značena v 
oddělené  RTPCR, poté  byly připravené   sekvence smíchány a hybridizovány na mikročip.  Všechny 
umělé směsi zkoumaných sekvencí hybridizovaly k relevantním próbám (s výjimkou próby PDV6, na 
které k hybridizaci nedošlo) – viz obrázek 7.

Obrázek 7. Předběžné testy paralelní hybridizace – 2 viry současně Tabulky vpravo ukazují předpokládaná místa  
hybridizace. U viru PDV nehybridizuje próba PDV6 – důvody rozebrány v textu.
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4. Závěr

1.)   Předkládaná   práce   popisuje   vývoj   mikročipu   pro   paralelní   detekci   vybraných   virů 
ovocných stromů – ApMV, ASPV, ASGV, ACLSV, PNRSV, PDV a PPV. Plastový mikročip sestává z 
31 virových prób (3040 nt) a 1 kontrolní próby detekci rostlinné rRNA. Celý mikročip byl připraven se 
záměrem využít při jeho testování fluorescenčních metod, které jsou v současné době nejrozšířenější 
platformou pro mikročipy.

2.) Detekční limit mikročipu je 107 molekul, lze jej však pravděpodobně zvýšit některou z 
metod amplifikace signálu. 

3.) K testování detekce virů z přírodních vzorků byla použita amplifikace pomocí RTPCR. 
Koncentrace virové cDNA, připravené reverzní transkripcí, byla příliš nízká pro použití v testech i pro 
detekci virů.

4.)   Jako   optimální   značící   metoda   ze   tří   zkoušených   se   jeví   značení   Cy3primerem: 
dosahuje dostatečné citlivosti, je levná a rychlá. Pro další použití bude vhodné optimalizovat promývací 
krok. 

5.) Citlivost detekce je ovlivněna místem hybridizace próby na zkoumané sekvenci. 
6.) Připravený mikročip je schopen detekce ApMV, PNRSV, PDV a ASPV v jednoduchých 

i směsných infekcích, schopnost paralelní detekce dalších použitých virů je nutno dále otestovat. Pro 
zjednodušení celého procesu bude dobré použít metodu, umožňující amplifikaci všech zmíněných virů 
současně. Pro tyto účely není vhodná multiplex RTPCR, neboť její optimalizace je příliš zdlouhavá a 
nákladná. Vhodnější variantou se jeví použít některou z metod náhodné amplifikace (RDPCR nebo 
randomprimed PCR). 

7.)   Výsledky   testování   citlivosti   připraveného   mikročipu   byly   přijaty   k   publikaci   v 
mezinárodním impaktovaném časopise „Journal of Virological Methods“ (IF2006 = 2,097).

8.)   Část   dosud   nepublikovaných   výsledků   bude   doplněna   o   další   testy   a   použita   v 
připravované publikaci.
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5. Seznam použitých zkratek

Tento seznam uvádí jen ty zkratky, které jsou v textu použity vícekrát a jsou vysvětleny jen 
při prvním použití, nebo se jejich obecná znalost předpokládá. Pokud neexistuje český ekvivalent, je 
uváděn pouze význam zkratky v anglickém jazyce.

DNA deoxyribonukleová kyselina 
RNA ribonukleová kyselina 
PNA peptidová nukleová kyselina 
cDNA z anglického „copy DNA“
dATP deoxyadenosintrifosfát
dCTP deoxycytosintrifosfát
dTTP deoxythymidintrifosfát
dGTP deoxyguanosintrifosfát
dNTP deoxynukleotidtrifosfát 
aadNTP aminoallyldeoxynukleotidtrifosfát

QD kvantové tečky (z anglického „quantum dots“)
TSA z anglického „tyramide signal amplification“
AFM mikroskopie atomárních sil (z anglického „atomic force microscopy“)
RFLP z anglického „restriction fragment length polymorphism“
PCR polymerázová řetězová reakce (z anglického „polymerase chain reaction“)
RT reverzní transkripce (z aglického „reverse transcription“)
ELISA z anglického „enzymelinked immunosorbent assay“
NASBA z anglického „nucleic acid sequence based amplification“

ApMV virus mozaiky jabloně (z anglického „apple mosaic virus“)
PNRSV virus nekrotické kroužkovitosti třešně (z anglického „prunus necrotic ringspot virus“)
PDV virus zakrslosti švestky (z anglického „prune dwarf virus“)
ASPV virus vrásčitosti kmene jabloně (z anglického „apple stem pitting virus“)
ASGV virus žlábkovitosti kmene jabloně (z anglického „Apple stem grooving virus“)
ACLSV virus chlorotické skvrnitosti jabloně (z anglického „Apple chlorotic leafspot virus“)
PPV virus šarky švestek (z anglického „Plum pox virus“)
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Abstract

An oligonucleotide microarray for the detection of some fruittree viruses was designed and 
its theoretical detection limit was assessed using Cy3labelled oligonucleotides. The real sensitivity of 
the microarray was compared for different kinds of fluorescently labelled targets: a) cDNA and PCR 
amplified targets, b) PCR amplified targets labelled using three different labelling methods. In the first 
case (a), the number of viral cDNA molecules was below the assessed detection limit of the microarray 
and only PCR amplified targets were detected. A second comparison (b), done on 3 selected viruses, 
included indirect labelling, the direct incorporation of labelleddUTPs, and the use of Cy3labelled 
primer.  The  most   intensively   labelled   targets  were  produced  by   the  Cy3primer   labelling   (2  of  3 
viruses) or by the indirect labelling method (1 of 3 viruses), the weakest signal showed directly labelled 
targets (all 3 viruses). The use of Cy3primer labelling involved the simplest preparation and the lowest 
cost, however occasional weak crosshybridization appeared. The indirect labelling method was of the 
highest specificity. The probes hybridizing near the 3end of the targets showed the lowest intensities of 
fluorescent signal.

Překlad abstraktu:
Byl navržen oligonukleotidový mikročip pro detekci vybraných virů ovocných stromů jeho 

detekční limit byl stanoven pomocí Cy3značených oligonukleotidů. Citlivost mikročipu v praxi byla 
porovnána pro různé typy fluorescenčně značených zkoumaných sekvencí: a) cDNA a sekvence 
amplifikované pomocí PCR, b) sekvence amplifikované pomocí PCR značené třemi různými metodami. 
V prvním případě (a), bylo množství virové cDNA pod stanoveným limitem mikročipu a detekovány 
byly pouze sekvence amplifikované pomocí PCR. Druhé srovnání (b), bylo provedeno se třemi 
vybranými viry a zahrnovalo nepřímé značení, přímé značení pomocí fluorescenčních nukleotidů 
(dUTP) a použití primeru značeného Cy3 molekulou (Cy3primer).  Nejintenzivněji značené zkoumané 
sekvence byly připraveny značením pomocí Cy3primeru (u dvou ze tří virů) nebo pomocí nepřímého 
značení (u jednoho ze tří virů), nejslabší signál vykazovaly přímo značené zkoumané sekvence (u všech 
tří virů). Značení Cy3primerem bylo nejjednodušší a nejlevnější, ačkoliv se při něm příležitostně 
objevovaly nespecifické hybridizace (crosshybridizace). Nejvíce specifickou byla metoda nepřímého 
značení. Nejméně intenzivní fluorescenční signál měly próby hybridizující blízko 3'konce zkoumaných 
sekvencí .
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