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Motto:

Teprve na pocdtku 20. stoleti si svét uvédomil existenci ,,infekcnich agens* prochdzejicich
bakteridlnimi filtry. Tyto ,,agens* byly nazvdny viry. Prvni z nich — shodou okolnosti virus rostlinny —
byl izolovdn v roce 1935 a o Ctyri roky pozdéji byl téz poprvé pozorovdn elektronovym mikroskopem.
Od té doby se nase poznatky o virech dramaticky rozsirily a vyzkum viru vyistil v samostatny védni
obor — virologii. V jeho rdamci se zkoumaji nejen viry samotné, ale i jejich interakce s hostitelskou
burikou, jejich ekologie ¢i evoluce. Diky tomu uZ dnes vime, Ze viry nejsou jen nemoc-zpusobujici
patogeny. Jsou to entity stojici ,,na prahu Zivota“, které mohou zmeénit nas pohled na podstatu, vznik a
vyvoj vSeho Zivého na Zemi.
vZdyt v dnesni dobé je zndmo jiZ pres 1500 riznych viru rostlinnych a Zivocisnych virii je jesté asi
trikrdt vice. Pfesto i toto snaZeni — byt nepfimo — miiZe pomoci zasadit cenné stripky védéni do
nekonecné mozaiky naseho pozndvdni...



1. Uvod - Literdrni p¥ehled

Nésledujici strdnky maji Sifeji seznamit s zpracovavanou problematikou. Nejprve (kapitola
1.1 Mikrodipy) jsou vysvétleny principy metody, jednotlivé rysy mikroCipti jsou pak podrobnéji
rozebrany z hlediska jejich funkce. Tato kapitola nemd byt vyCerpavajicim prehledem, nicméné ma
ilustrovat Siroky kombinac¢ni potencidl metody a popsat nejen jeji soucasny stav, ale i nove se objevujici
moznosti. Druhd ¢ast (kapitola 1.2 Viry) je vénovana virim pouzitym v této praci a soucCasnym
metoddm jejich detekce. Tieti a posledni ¢ast uvodu (kapitola 1.3 Soucasny stav vyuZiti
mikrolipu k detekci vird) ma pak predstavit mikro¢ipy jako jednu z dalSich detekénich metod ve

virologii a poskytnout nezbytny tivod k vlastni praci.
1.1 Mikrocipy

1.1.1 Princip mikrocipu

Mikrocipy (DNA-mikrocipy, anglicky ,,microarrays) piedstavuji molekularni metodu pro
detekci nebo analyzu sekvenci nukleovych kyselin. Princip metody (obrdzek 1) spociva v hybridizaci
zkoumanych sekvenci (anglicky ,targets) ke zndmym jednofet€zcovym sekvencim (prébam)
imobilizovanym na vhodném povrchu (mikrocip). Cely mikrocip je tvofen usporddanou matici desitek
aZ nékolika stovek tisic riznych prob; pozice kazdé proby v matici je pfedem definovdna. V jednom
kroku je tak moZzno vyhodnotit az tisice individudlnich hybridizaci. Vlastni hybridizace (tj. vznik paru:
zkoumand sekvence — proba) je detekovatelnd diky oznaceni zkoumanych sekvenci néjakym
molekuldrnim markerem, nebo je vznikly pér detekovan fyzikdlné-chemickymi metodami.

Obrdzek 1: Princip mikrolipu. A) mikrocip s probami; B) hybridizace zkoumanych sekvenci oznacenych
markerem (Sedd kolecka); C) ve dvou pripadech doslo k hybridizaci, kterd je detekovatelnd diky pritomnosti
markeru.

A B C

V soucasnosti existuji 1 tzv. proteinové mikroCipy, kde jako proby slouZzi specifické
protilatky (nebo obecné proteiny) a analyzovany jsou proteiny izolované ze vzorku. Zaméfeni této prace
a rozsdhlost problematiky mikrocipli v§ak omezuji nasledujici vyklad na detekéni mikroCipy zaloZené
na hybridizaci nukleovych kyselin.



1.1.2 Povrch mikrolipu a jeho tipravy

Z hlediska stavby mikroCipu rozliSujeme vlastni nosny materidl mikrocipu (nosic, sklicko,
anglicky ,,slide*) a povrchovou vrstvu (nékdy téZ substrit), na kterou jsou imobilizovdny proéby.
Povrchova vrstva miiZze byt s nosi¢em totoZna nebo muze mit odlisné chemické slozeni.

NejcastéjsSim nosnym materidlem je sklo, hojné se vyuZzivaji také plastové nosice. Dalsi
moZnosti pfedstavuji nylonové, nitrocelulézové nebo celul6zové membrany, kovy, silikon, atp. PouZziti
konkrétnich materidli zavisi na predpoklddaném pouziti mikroCipu. Sklenéné povrchy maji slabou
vlastni fluorescenci a jsou tedy vhodné pro préaci s fluorescen¢né znaCenym materidlem. Jejich
neporézni, hladky povrch umoZiiuje pouZzit mensi objemy analyzovanych vzorkd, zrychluje také reakeni
kinetiku. Dobfe sndsi vysoké teploty a silné roztoky, umoZiiuje kovalentni vazbu préb a pouziti vice
ruznych fluorescen¢nich barvicek [1]. Nylonové nebo nitrocelulézové membréany se vyuZivaji pfi praci
s radioaktivné znacenymi sekvencemi, i kdyZ jejich rozliSovaci schopnosti jsou oproti upravenym
sklenénym povrchiim slabsi [2]. Byly zkouSeny i specidlni porézni povrchy tvorené systémem kanalkd,
uvnitf kterych jsou préby [napt. 3, 4].

Na vétSinu nosnych materidlu (zvla$f membréiny) Ize proby imobilizovat pfimo [napt. 5],
Castéji jsou vSak jejich povrchy upraveny nanesenim tenké vrstvy substratu o odliSném chemickém
sloZeni. NejpouZzivangjsi jsou aminové, aldehydové ¢i epoxidové substraty umoziujici kovalentni vazbu
préb. K vazbé biotinylovanych préb lze pouZit avidinové i streptavidinové substraty [6], dobré
vysledky poskytuji téZ substraty tvofené tenkou vrstvou nitrocelulézové membrany, i kdyZ se zatim
vyuzivaji spise u proteinovych mikroc¢ipti [napt. 7]. Povrchovou vrstvu miiZe tvorit i tenka vrstva zlata
[napr. 8, 9] ¢i jiného kovu (nikl, stiibro, méd, platina) [napf. 10], jako substraty lze vyuZit i gely. Ty
predstavuji lehce pripravitelné a levné feSeni pro nendrocné mikroCipové aplikace [11]. U
hydrogelovych mikrocCipli na bazi polypropylen glykolu jsou préby imobilizovany v ur¢itém objemu (a
ne jenom na urcité ploSe jako u ostatnich typii mikrocipli), cozZ umoZziiuje vétsi vazebnou kapacitu, veétsi
rozestupy imobilizovanych préb mezi sebou a homogenni vodni obal préb [12, 13]. Vrstvu
svétlocitlivé latky branici vazbé nukleotidi maji pak mikrocipy, které umoziuji syntézu préb piimo na
povrchu mikrocipu (viz kapitola 1.1.4.1).

1.1.3 Typy prob

1.1.3.1 PCR proby

Jednd se o 200 — 1000 part bazi (bp) dlouhé molekuly DNA, ziskané amplifikaci
(namnoZenim) ze zkoumaného genomu pomoci specifické PCR (polymerdzovéd fetézova reakce,
anglicky ,,polymerase chain reaction®). V pfipadé, Ze je zkoumany genom tvofen molekulami RNA,
pfedchédzi vlastni amplifikaci jeSt€ reverzni transkripce. Pfipravenou prébu je nutno precistit,
sekvenovat a vétSinou 1 klonovat do plazmidu pro pozdéjsi pouziti. Pfed imobilizaci préb na povrch
mikrocipu a ptfed vlastni hybridizaci se musi proby denaturovat.

PCR préby se pouZzivaly hlavné v pocétcich vyvoje mikrocipti [14]. V soucasnosti se od
jejich pouziti ustupuje, nebof jejich priprava je zdlouhavd, pracnd a draz$i neZ u komercné
syntetizovanych préb. Navic PCR muiZe vnést do sekvence préby fadu nepiesnosti, které jsou
zptsobeny nerovnomérnou amplifikaci, vznikem chimérickych ¢i nepfirodnich sekvenci [15], nebo



kontaminaci jinou sekvenci [16]. PCR prdby také nejsou schopny — diky své délce — rozliSit drobné
zmény v sekvenci [17]. PCR préby se stile jeSté¢ pouzivaji v nékterych pracich k piipravé cDNA
mikroCipd, i zde je vSak moZno pfipravenou PCR prébu sekvenovat a navrhnout vhodné préby
syntetické [18].

1.1.3.2 Syntetické proby

Vhodnéjsi, levnéjsi a v soucasnosti nejvice pouzivanou variantou jsou 30 — 70 bp dlouhé
jedno-fetézcové DNA préby. Jsou komeréné syntetizovdny v dostatecné kvalité a kvantité, a odpada tak
celd fada procedur nutnd pro ptipravu PCR préb [19]. Syntetické proby neni nutné pred imobilizaci na
povrch mikro¢ipu denaturovat, maji vyS$8i specifitu neZ dlouhé PCR préby [20, 21], mohou byt
syntetizovany podle libovolného dseku z genomu, mohou byt pfipraveny i proby o ndhodné nebo
libovolné chimérické sekvenci. Proby mohou byt také syntetizovdny pfimo in sifu — na povrchu
mikrocipu — pomoci specidlnich technologii (viz kapitola 1.1.4.1 — Syntéza préb in situ).

K usnadnéni vazby préba — povrch (substrat) mikroc¢ipu miZe byt 5' nebo 3'-konec préby
modifikovan (aminoskupinou, biotinem, apod.).

1.1.3.3 PNA proby

PNA (peptidové nukleové kyseliny, anglicky ,,peptide nucleic acid®) préby predstavuji
relativné novy typ prob pouZivany pii vyvoji mikroCipti [napt. 22]. Jedna se o syntetické analogy DNA,
ve kterych je chemickd kostra DNA (tvofend deoxyribdézou a fosfitovymi skupinami) nahrazena
polypeptidem. Schopnost hybridizace s DNA je pfitom zachovdna [23]. Vyhodou PNA oproti
klasickym DNA prébam je pritomnost neutrdlni polypeptidové kostry, kterd zvySuje specifitu parovani
DNA/PNA, zlepSuje hybridizac¢ni vlastnosti [22] i chemickou a enzymatickou stabilitu pdru DNA/PNA
[24]. Jeji odlisna struktura pak umoziiuje principidlné nové zpisoby detekce hybridizovanych molekul
(viz kapitola 1.1.7.4).

1.1.4 Priprava mikrocipu

1.1.4.1 Syntéza prob in situ

Pii syntéze prob in situ se pouzivaji nukleotidy vybavené fotocitlivou skupinou branici
vazbé dalSiho nukleotidu. Také povrch mikroCipu je chrdnén specidlni fotocitlivou vrstvou. Préby se
syntetizuji postupné, po jednom nukleotidu, stfiddnim 1.) ozafovani ptisluSnych mist a 2.) pfidani
jednoho z nukleotidd (dATP, dCTP, dGTP nebo dTTP). Ozafenim se umozni vazba nukleotidu na
piislusné misto, navazanim nukleotidu na toto misto je vazbé dal$ich nukleotidii opét zabranéno. Cely
proces je fizen pocitacem tak, aby bylo moZzno v co nejméné krocich syntetizovat v§echny poZadované
proby.

V soucasné dobé (2007) se pripravou mikroCipi in situ komercné zabyvaji firmy
Affymetrix (www.affymetrix.com) a Nimblegen (www.nimblegen.com). Affymetrix pouzivd ozafovani
pres specidlni masky, které je nutné pred kazdym dal$im krokem vyménit, Nimblegen pouziva soustavu
mikro-zrcadel, kterd jsou nastavitelnd a odraZi paprsky na prislusné misto. Obé technologie jsou
schopny pfipravit mikrocipy s 1 — 2 miliény riznych préb (dle firemnich webovych stranek, {jen 2007).



Nevyhodou celé technologie je zatim jeji cena [25].
1.1.4.2 Tisk pripravenych prob

Jednodussi a levnéjsi variantou neZ syntéza prob in situ je imobilizace pfedem piipravenych
prob k povrchu mikrocipu. Cely proces se anglicky nazyva ,,spotting nebo ,,printing®, odtud cesky
ekvivalent ,tisk“. Pristroj tisknouci proby obsahuje sadu dutych mikrojehel, které se nejprve ponofi do
roztoku préby, ¢ast nasaji a pfenesou na predem uréené misto na povrchu mikro€ipu. Nasati roztoku
probihd vétSinou diky kapildrnimu jevu, vyprazdnéni mikrojehly je moZzné diky povrchovému napéti
mezi roztokem proby a povrchem (substratem) mikroCipu [16]. Popsany proces se ¢asto oznacuje jako
kontaktni tisk, nebot pii ném dochdzi ke kontaktu mikrojehly s povrchem (substratem) mikrocipu. Préby
lze na povrch mikro¢ipu dopravit také bezkontaktné (bezkontaktni tisk) — rozpraSovanim kapicek
roztoku proby z trysky nad povrchem mikroCipu. K tomuto ucelu lze dokonce pouZzit 1 bézné
dostupnych bublinkovych tiskaren [26, 27].

Podle typu povrchu (substratu) mikroCipu a modifikace proby pak dochdzi bud ke
kovalentni vazbé préby k povrchu nebo se proba vaZze jen na zédkladé afinity k substratu (napf.
streptavidinovy substrat a biotinylovand proba) a je nutna fixace proby pomoci tepla, UV zafeni, nebo
elektrostaticky [28].

1.1.4.3 Jiné techniky ukotveni prob

K imobilizaci préb na povrch mikrocipu lze pouzit i elektrické pole. MikroCip je tvofen
elektrodami, préba je na Cip pfidana v roztoku. Po kritkém elektrickém pulzu dochézi k vazbé proby
bud na prislusnou elektrodu nebo na specificky substrat, kterym je elektroda potazena [29, 30].
Teoreticky je mozné postupné obsadit kazdou elektrodu jinou prébou, tento zptisob imobilizace préb je
v8ak zatim ve vyvoji.

1.1.5 Priprava zkoumanych sekvenci (targets)

Sekvence analyzované na mikrocipu (zkoumané sekvence, targets) jsou ve vét§iné piipadi
kopie RNA nebo DNA izolované ze vzorku (popi. genomové knihovny). Lze je ziskat prepisem
(transkripci) DNA, reverzni transkripci z RNA, nebo transkripci z DNA do RNA. Zminéné procesy
slouzi jednak k ziskdni poZadovanych fragmenti zkoumanych sekvenci, a jednak ke zvyseni jejich
poctu (amplifikaci). Amplifikace mlize byt selektivni — pomoci specifickych primeri — nebo ndhodn4
za pouziti degenerovanych ¢i ndhodnych primerd. Ziskané molekuly mohou byt dile upravovany —
spektrum moZnosti je pomérné Siroké a volné kombinovatelné, konkrétni piiklady jsou rozebirdny v
kapitole 1.3.

Zaroven s pripravou zkoumanych sekvenci (targets) probihd vétSinou 1 jejich znaceni
néjakym molekuldrnim markerem, umozZnujicim jejich naslednou detekci na mikrocipu (viz déle).



1.1.6 Znaceni zkoumanych sekvenci (targets)

1.1.6.1 Fluorescencni znaceni

Prevladajici zptisob znaceni zkoumanych sekvenci spoléhd na fluorescen¢ni barvicky [31].
Fluorescencné oznaCené molekuly lze detekovat pfimo vhodnym fluorescen¢nim scannerem (viz
kapitola 1.1.7.1), vyhodou je i moZnost odliSit od sebe v jednom experimentu vzorky znacené rliznymi
fluorescenénimi barvickami. Nevyhodu pfedstavuje vzdjemné pohlcovéni fluorescence (zhdseni) pokud
jsou molekuly barvicky pfili§ blizko sebe [napt. 32]. Existuje celd fada rGznych fluorescen¢nich
barvicek (napf.: TexasRed, Bodipy, TAMRA, AMCA, Atto, atd.), nové se vyviji i barvicky schopné
fluorescence na dvou odliSnych vinovych délkach [33]. Ve vétSin€ souCasnych studii se vSak pouzivaji
jen 2 typy: derivity thodaminu — barvicky Alexa Fluor (Alexa Fluor 555, 647) — ¢i derivéty cyaninu —
barvi¢ky Cy3 nebo Cys5.

Dfive pouzivanym zptsobem [34] bylo znaCeni pomoci nukleotidi s navdzanou
fluorescen¢ni barvickou (dale jen fluorescenéni nukleotid). Pro pfipravu zkoumanych sekvenci (targets)
se pouzije jeden typ fluorescencniho nukleotidu a smés neznacenych nukleotidi (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP). Ve vzniklych zkoumanych sekvencich (targets) je pak c¢ast nukleotidi (od jednoho typu)
nahrazena nukleotidem fluorescenénim. Tento zpusob znaleni (tzv. pfimé znaleni, anglicky ,.direct
labelling®) vykazuje ale fadu problémi: fluorescen¢ni nukleotidy jsou pro béZné typy polymeraz pfilis
velké, takze efektivita jejich zallenovdni do vznikajicitho fetézce je mald a zdvisi i na pouZité
fluorescen¢ni barvicce [31].

Zminéné nevyhody se snaZzi obchdzet nové vyvinuté metody fluorescencniho znaceni.
Jednou z nich je znaceni nepiimé (tzv. ,indirect labelling®). Je zaloZeno na obdobném principu —
pouziti modifikovanych nukleotidii (viz obrdzek 2). Modifikace ale spocivd pouze v pridani
aminoskupiny k jedné z bazi. Tyto amino-modifikované nukleotidy (amino-allyl dNTP, aa-dNTP) jsou
do vznikajiciho fetézce zaclenovany polymerdzami lépe nez fluorescencni nukleotidy a jsou podstatné
levnéjsi [35]. Fluorescencni barvicka se pak vdZze do jiZz hotového fetézce zkoumané sekvence (target)
pfes aminoskupinu pfisluSného aa-dNTP. Oproti metodé pfimého barveni pomoci fluorescenc¢nich
nukleotidii je mnoZzstvi templatu pouzitého pfi nepfimém znaceni mensi [35], prodluzuje se ale Cas a
pocet krokti nutnych pro znaceni.

Obrdzek 2. llustrace neprimého znaceni. Nejprve se pouZiji amino-modifikované nukleotidy (oznacené
koleckem), které jsou polymerdzou snadno zaclenény do vznikajiciho retézce. Poté ndsleduje barveni
pripravenych sekvenci molekulami fluorescencni barvicky.




Dalsi moZnosti je pouziti fluorescenéné znaCenych primert. Primery jsou znaceny na 5'-
konci jednou nebo vice molekulami fluorescenéni barvicky a v reakci se pouzivaji neznacené,
standardni nukleotidy. Vyhodou opét je, Ze polymerdzy nemusi pracovat s modifikovanymi nukleotidy.
Znaceni touto metodou je lepsi a levnéjsi neZ pouZiti pfimého znaceni fluorescenénimi nukleotidy [36].

Novy typ fluorescen¢nich latek ptedstavuji tzv. kvantové tecky (,,Quantum dots®, QD).
Jedna se o nanokrystaly pfipravené z polovodi¢ovych materidlt, sférického tvaru, vétSinou 2 — 10 nm v
priméru, pokryté biokompatibilnim materidlem. Pfi té€chto rozmérech uZ nabyvaji na vyznamu
kvantové jevy (odtud ndzev), emisni spektrum QD zdvisi na velikosti pouZitého materidlu. Detekce
laserovym konfokdlnim scannerem. [37, 38, 39]. Ackoliv teoreticky by mély byt lepsi nez
fluorescencni barvicky, zatim nebylo dosazeno stejného intenzity znaceni [40]. Nevyhodou je jejich
nespecifickd adsorpce k riznym povrchim a fakt, Ze soucasné fluorescencni scannery neoperuji na
vlnovych délkich nutnych pro excitaci QD (vlnové délky mensi neZ 530 nm) [41].

1.1.6.2 Radioaktivni znaceni

Ptimou detekci znaCenych molekul na mikro¢ipu umoziuje i1 radioaktivni znaceni [napf.
42, 43, 44], i kdyz patii v oblasti mikroCipt spiSe k okrajové pouzivanym. Provadi se opét
prostiednictvim vkladdni modifikovanych nukleotidi do syntetizovanych fetézci pii pfipravé
zkoumanych sekvenci. Modifikace v tomto piipadé spocivd v nahrazeni jednoho nebo vice atomu v
nukleotidu jejich radioaktivnimi protéjsky. PouZivaji se izotopy siry, fosforu nebo vodiku. Vyhodnou
takto znacenych nukleotidd je chemickd totoZnost znaceného a neznaceného nukleotidu — neni tedy
ovlivnéna efektivita jejich pouZziti polymerdzami. MnoZstvi vzorku potfebné pro radioaktivni znaceni je
mens$i neZ v piipadé znaceni fluorescencniho [45]. Nevyhodou byla dlouho mala prostorova rozliSovaci
schopnost detek¢nich zafizeni a nemoznost pouzit rizné znaceni pro vice vzorkii. Obé tyto nevyhody
vSak mohou byt v budoucnosti pfekondny (viz kapitola 1.1.7.2).

1.1.6.3 Znaceni biotinem nebo digoxigeninem

Podobné jako fluorescenéni nukleotidy lze k oznaceni zkoumanych sekvenci (targets)
pouzit i nukleotidy ¢i primery nesouci jiny marker. VétSinou se pouzivaji nukleotidy znacené biotinem
[napt. 46] ¢i digoxigeninem [napi. 47, 48]. Oproti fluorescenénim nukleotidim jsou navic levnéjsi a
sndze se polymerdzdm do vznikajictho fetézce zacleriuji [31]. Biotin lze pfipojit na 3'-konec
zkoumanych sekvenci i chemickou reakci [napt. 37]. Nevyhodu pfedstavuje nemoZnost piimé detekce
takto znacenych molekul — po hybridizaci je nutno pouZit se latky s afinitou k biotinu, popf.
digoxigeninu, které teprve nesou marker umoZziiujici vlastni detekci (podrobnéji v kapitole 1.1.7.3).

1.1.6.4 Jiné typy znaceni

Ke znaceni zkoumanych sekvenci (targets) byly zkouSeny piiklad i chemiluminiscentni
latky, které ale nedosahovaly potfebného rozliseni a citlivosti [napft. 3].

1.1.6.5 PouZiti neznacenych sekvenci
K hybridizaci 1ze pouZit i neznacenych zkoumanych sekvenci (targets). Zkoumané sekvence
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se pripravi pomoci standardnich, neznaenych nukleotidii nebo miize byt pouzita pfimo RNA ¢i DNA
extrahovand ze vzorku. Zpusoby jejich detekce po vlastni hybridizaci na mikro¢ipu zavisi na
vlastnostech a typu mikrocCipu a jsou podrobné&ji uvedeny v kapitole 1.1.7.4.

1.1.7 Detekce hybridizovanych sekvenci

1.1.7.1 Detekce fluorescencné znacenych sekvenci

Fluorescencné znacené molekuly 1ze na mikrodipu detekovat pfimo — zméfenim
fluorescence pomoci fluorescenéniho scanneru. Vyhodnoceni jednoho mikrocipu trva obvykle nékolik
minut a je mozno méfit fluorescenci nékolika fluorescencnich barvicek najednou. Nepiijemnym, nové
zjisSténym faktem je, Ze intenzita fluorescence — zvlasté€ cyaninovych fluorescencnich barvicek Cy3 a
Cy5 — zdvisi na typu pouZitého scanneru [49].

1.1.7.2 Detekce radioaktivné znacenych sekvenci

Také radioaktivné znacené sekvence lze detekovat piimo specidlnim zobrazovacim
pfistrojem (tzv. ,,phosphoimager), doba detekce se pohybuje obvykle v fadu nékolika hodin. MoZnost
rozliSovat jednotlivé izotopy podle emitované energie a také lepSi rozliSovaci schopnosti nabizi nové
vyvinuté scannery [50, 51]. Ty zdroveni umoziiuji i detekci radioaktivity v redlném Case.

1.1.7.3 Detekce sekvenci znacenych biotinem nebo digoxigeninem

Princip detekce biotinem nebo digoxigeninem znacenych sekvenci je zaloZen na existenci
parti se vzdjemnou afinitou: biotinu — streptavidinu (avidinu) nebo digoxigeninu — anti-digoxigeninu
(fragmentd specifickych protilatek proti digoxigeninu). Ke znaCenym sekvencim se piida piisluSny
vazebny partner znacici molekuly (streptavidin nebo anti-digoxigenin), ktery zaroven nese marker
umoziujici detekci (viz obrazek 3).

Markerem miZe byt tieba enzym, ktery zptsobuje barevnou zménu vhodného detekéniho
substratu (obrazek 3.A). Tento zplisob detekce je pouzivan hlavné u jinych molekularnich metod
(typicky Dot-Blot, viz kapitola 1.2.2.5), v technice mikrocipt je ojedin€ly [napi. 52, 53]. Vice se
vyuziva jeho obmény — techniky TSA (z anglického ,tyramide signal amplification®), kterd v okoli
enzymu muze uklddat pfimo fluorescencné znaceny substrat [napf. 54, §5]. Touto technikou zaroven
dochazi k zesileni intenzity signélu (podrobnéji v kapitole 1.1.7.5).

Dal$im moZnym markerem miiZze byt piimo molekula fluorescencni barvicky (obrazek
3.B). Oproti TSA technice odpadd reakce substritu s enzymem a je mozno pouZit piimou detekci
fluorescencnim scannerem [napft. 56, S7].

Ke zviditelnéni biotinem znacenych sekvenci 1ze pouZzit i konjugdty streptavidinu a zlata, s
ndslednym vysrdZenim stfibra na zlatych nanocésticich (obrazek 3.C) [napi. 58, 59, 60].



Obrdzek 3. Detekce biotinem znacenych sekvenci. Ve vsech pripadech je detekce zaloZena na afinité
streptavidinu (ovdl oznaceny pismenem S) k biotinu (kolecka na hybridizovanych sekvencich). A) pripojeny
enzym zpusobuje zménu barvy detekcniho substrdtu nebo jeho ukldddni v misté reakce; B) fluorescencni
barvicka vdzand na streptavidin, C) detekce a zesileni signdlu vysrdZenim stiibra (Cerné krouzky) na atomech

zlata vdzanych k molekule streptavidinu.

1.1.7.4 Detekce neznacenych sekvenci

Detekce neznacenych sekvenci vyuzivd kombinaci ; ;
celé fady nejriznéjsich pfistupi. Neznacené sekvence je mozné
hybridizovat na  mikroCipu  zdrovei s  kratkymi @ ;
jednofetézcovymi DNA prébami, hybridizujicimi v jiném misté
neZ vlastni detekcni préba (tzv. sekundarné hybridizujici préby,
viz obrdzek 4). Tyto sekundarné hybridizujici proéby mohou byt
oznaceny fluorescenéné [napf. 4], biotinem ¢i digoxigeninem
[napt. 61] nebo zlatem [napt. 62, 63] a detekovany podobné,
jako vySe uvedené znacené sekvence. Jako sekundirné
hybridizujici proby mohou byt pouZity 1 rozvétvené
oligonukleotidy  (tzv. dendrimery), nesouci molekuly
fluorescencni barvicky [napt. 64].
Celou fadu variant zahrnuje i detekce elektrickd
[napt. 65, 66, 67, 68, 69], elektrochemicka [napt. 70, 71, 72,
73, 74, 75], techniky povrchové plasmonové rezonance
(anglicky ,,surface plasmon resonance®) [9, 76, 77, 78, 79],
detekce pomoci mikroskopie atomarnich sil (AFM, anglicky
,-atomic force microscopy®) [8, 80].
Moznost detekovat neznadené sekvence nabizi i Obrdzek 4. Sekunddrné hybridizujict
PNA mikroCipy v kombinaci s hmotnostni spektrometrii fluorescencni proby




detekujici fosfatové skupiny v DNA, které chybi u PNA-préb (viz kapitola 1.1.3.3) [22, 24, 81, 82].
Jsou vyvijeny i dal$i nové techniky [83, 84, 85] nebo specidlni mikrocipy [86, 87, 88,
89], které vyuZzivaji neznacené zkoumané sekvence.

1.1.7.5 Techniky zesileni signdlu

Mikrocipy Casto vyZzaduji k citlivé detekci hybridizaci dostate¢ného mnoZstvi zkoumanych
sekvenci. Rutinné se tedy materidl ze vzorku amplifikuje pomoci PCR nebo RT-PCR. I takto
pfipraveny materidl miZze byt ale mikro¢ipem detekovdn velmi slabé nebo vilibec. Proto byly vyvinuty
techniky, které mohou slaby signdl dodate¢né zesilit nebo rovnou zesiluji znafeni zkoumanych
sekvenci. Zesileni signdlu probihd vétSinou na mikrocipu po hybridizaci zkoumanych sekvenci.

Zesileni signalu poskytuji nékteré techniky uvedené v kapitolach 1.1.7.4 a 1.1.7.5, naptiklad
technika vysrdzeni stfibra na zlatem znacenych sekvencich nebo pouziti fluorescencné znacenych
dendrimert. K zesileni signdlu byl pouZit i kapsidovy protein viru Cowpea mosaic virus (CPMV)
nesouci na svém povrchu nékolik molekul fluorescenéni barvicky [90].

Dodate¢né zesileni slabého signdlu nabizi metoda TSA, pouzitelnd pro zesileni
fluorescenéné nebo biotinem ¢i digoxigeninem znacenych sekvenci. Vyuziva specifické protildtky proti
prislusné znacici molekule (tj. fluorescencni barvicce, biotinu nebo digoxigeninu) spojené s enzymem
kienovou peroxiddzou. Ta méni tyramidovy substrat na aktivni, oxidovanou formu, kterd se snadno véze
na molekuly v blizkém okoli. JelikoZ k molekuldm tyramidu je zaroven kovalentné pfipojena i pfislusna
znacici molekula (fluorescencni barvicka, biotin nebo digoxigenin), dochdzi k lokdlnimu zvySeni
koncentrace znacicich molekul a tim i k zesileni signdlu (viz obrazek 5).

Obrdzek 5. Zesileni signdlu metodou TSA. A) K fluorescencné znacenym sekvencim se pridd protildtka proti
fluorescencni barvicce s navdzanou krenovou peroxiddzou; B) enzym produkuje aktivni formu tyramidu
(trojiihelnicky); C) aktivovany substrdt se uklddd v blizkém okoli spolu s navdzanou molekulou fluorescencni
barvicky — dochdzi k zesileni signdlu oproti pitvodnimu stavu.

A B . s 3 C
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Mechanizmus valivé kruZznice a pfidatné, cirkularizovatelné proby v roztoku (C-préby,
Padlock préby) pouzivaji pro zesileni signdlu nékteré mikrocCipy. Proby na mikro¢ipu nejsou v tomto
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pripadé komplementéarni k sekvencim ze vzorku ale k sekvencim na C-prébé (padlock prébe) — tzv. ZIP
sekvence (viz obrazek 6). Na obou koncich C-préby (v linedrnim stavu) jsou zarovenl sekvence,
komplementarni k tésné€ sousedicim oblastem ve vzorku, a sekvence univerzalnich primerda.

Obrdzek 6. Princip amplifikace C-préb. A) préba v linedrnim stavu; B) v pFipadé, Ze sekvence vzorku odpovidd
sekvencim obou koncovych oblasti C-préby, dojde k jeji cirkularizaci a ligaci ligdzou (L). Mechanizmem valivé
kruZnice se pak celd C-proba amplifikuje a hybridizuje na mikrocip C).

5'-konec ZIP 3'-konec

L
- -
) - )

C-préba hybridizuje k sekvencim ze vzorku v linedrnim stavu a v prfipadé, Ze najde
odpovidajici sekvenci, je cirkularizovdna pomoci ligdzy. Linedrni C-préby se zni¢i exonukledzou,
cirkularizované C-préby se amplifikuji mechanizmem valivé kruZnice a hybridizuji na mikrocip [91,
92].

Existuji i dal§i varianty, které pouZivaji préby linedrni a k amplifikaci dochdzi aZ po
hybridizaci na mikrocip [93].

1.2 Viry

1.2.1 Stru¢nd molekuldrni charakteristika virii pouZitych v této prdci

Sedm vybranych virti ovocnych stromil patii do pocetné nejvétsi skupiny rostlinnych virg,
jejichz genom je tvofen jednotetézcovou linedrni RNA, kterd je pfimo pouzitelnd jako templat k syntéze
proteint. Taxonomicky pati{ zminiované viry do ti{ velkych Celedi: Bromoviridae - Apple mosaic virus
(ApMYV), 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 Ceské republice piedstavuji tyto viry nejroziifen&jsi virové
patogeny ovocnych stromd. Nasledujici charakteristiky byly sepsany podle zdznamid v databdzi vird
ICTVdB [94].

Zastupci celedi Bromoviridae (ApMV, PNRSV a PDV) patfi vSichni k rodu Ilarvirus a maji
genom rozdélen do tf{ riznych segmentt (2- 3,5 kb dlouhych), z nichZ kazdy je zabalen v samostatné
kapsidé — tvoii tedy viriony o tfech riznych sedimentacnich konstantich. K 5'-konci genomu je
pfipojen specidlni 5-5' vazbou 7-methylguanosin trifosfat (tzv. ¢epicka, z anglického ,,cap®), chranici
RNA pred exonukleolytickou degradaci. 3'-konec genomu je tvofen vétSim ¢i menSim poctem ndhodné
se opakujicich motivi, které se mohou sklddat do vlasenkovitych struktur. V jejich genomu nalezneme
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celkem 4 c¢teci rdmce (geny), kédujici protein s methyltransferazovou a helikdzovou doménou (segment
RNA1), RNA polymerdzu (segment RNA2), protein umoziujici Sifeni z buriky do buriky (movement
protein) a kapsidovy protein (segment RNA3). Soucasti virioni byva i subgenomovda RNA (RNA4),
ktera obsahuje Cteci rdmec pro kapsidovy protein.

Zastupci Celedi Flexiviridae (ASGV, ASPV a ACLSV) a Potyviridae (PPV) maji
nesegmentovany genom, na jehoZz 3'-konci je poly(A)-sekvence. 5'-konec genomu PPV je chranén
proteinem VPg (z anglického ,,viral protein genome-linked*), viry z ¢eledi Flexiviridae maji na 5'-konci
¢epicku (cap).

Genom ACLSV (rod Trichovirus) obsahuje 3 ¢teci rdmce, kddujici poradé (od 5'-konce)
protein s methyltransferdzovou, helikdzovou a RNA polymerdzovou doménou, movement protein a
kapsidovy protein. Struktura genomu ASGV (rod Capillovirus) je obdobnd, prvni ¢teci rdmec obsahuje
navic proteazovou doménu. Virus ASPV (rod Foveavirus) ma 5 ¢tecich ramcu. Podle prvniho z nich se
tvofi protein s methyltransferdzovou, helikdzovou a RNA polymerdzovou doménou, posledni slouzi
jako templat pro kapsidovy protein. Zbylé 3 Cteci rdmce koduji tii proteiny, zajisStujici Sifeni viru z
buiiky do buriky (tzv. ,.tripple gene block* - analogie movement proteinu).

Genom PPV (rod Potyvirus) je tvofen jedinym ctecim ramcem, ktery je prekladan do
dlouhého polyproteinu. Ten se St€pi ve spolupraci s protedzami hostitelské buiikky na deset proteind
zahrnujicich 3 protedzy, kapsidovy protein, RNA polymerédzu, helikdzu, a dalsi 4 proteiny s funkci pii
replikaci viru.

1.2.2 Soucasné metody detekce rostlinnych viru

1.2.2.1 ELISA

ELISA (z anglického ,J Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay“) je metoda zaloZend na
detekci proteinti pomoci specifickych protilatek. Virové proteiny ze vzorku jsou imobilizovany ke
sténdm testovaci jamky bud’ pfimo nebo pomoci specifickych protilatek, jiné specifické protilatky s
navdzanym enzymem jsou pak pouzity ke zviditelnéni navdzanych proteinii — po pfidani enzymového
substratu dochézi k barevné zméné (podrobnéji viz [95, 96]).

Vyhodou metody je komercni dostupnost fady standardizovanych protildtek a moZnost
automatizace procesu pro veétsi mnozstvi vzorki. Nevyhodou je zavislost citlivosti metody na stupni
virové exprese a kvalité protilatek [97]. V nékterych piipadech také urceni jednotlivych izolatd pomoci
ELISA testi neodpovida jejich zatfazeni jinymi molekuldrnimi metodami (napf. PCR) [98].

1.2.2.2 PCR (RT-PCR)

PCR (z anglického ,Polymerase Chain Reaction”) je zaloZzena na exponencidlni
amplifikaci vybraného useku genomu, ohrani¢eného dvéma kratkymi sekvencemi — primery
(podrobnéji viz [99]). Vysledky amplifikace se vyhodnocuji pomoci gelové elektroforézy. V piipadé
RNA virti se provadi v kombinaci s reverzni transkripci (RT-PCR) [napt. 100]. Citlivost metody je
vyssi nez u ELISA testi [napf. 101, 102], také umoZziuje lepsi rozliSeni jednotlivych izolata [103,
104].

VylepSenim RT-PCR je multiplex RT-PCR, kdy v jedné reakci probihd ziroveni né€kolik
riznych PCR s nékolika riznymi péary primert. Vyhodou je uspora Casu a reagencii, nevyhodou je
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komplikovand optimalizace metody a casto snizend citlivost oproti klasické RT-PCR. Lze také
detekovat jen n€¢kolik malo vird souc¢asné — napf. multiplex RT-PCR detekujici ApMV, ASGV, ASPV a
ACLSV [105, 106]. Citlivost RT-PCR lze zvysit kombinaci s technikami ELISA: RT-PCR-ELISA
[napt. 107] nebo tzv. ,,immunocapture” RT-PCR [napt. 104, 108, 109].

1.2.2.3 Real-time PCR

Real-time PCR je metoda vychdzejici z bézné PCR, dovoluje vSak detekci a méfeni
koncentrace produkti PCR v redlném case — piimo v prubéhu PCR. Detekce je zaloZena bud’ na
fluorescen¢nich molekuldch véazajicich DNA nebo na fluorescencné znaCenych primerech nebo
prébach. Fluorescence vzorku roste se vzrustajici koncentraci syntetizované DNA a je zaznamendvana
pristrojem, ve kterém celd PCR reakce probihd — podrobnéji viz [110, 111]. Hlavni vyhodou oproti
béZzné PCR je moZnost pfesného stanoveni pocatecni koncentrace templdtu a vyhodnoceni celé reakce
bez nutnosti pouZzit gelovou elektroforézu. Pro RNA vzorky 1ze pouZit jednokrokovou real-time RT-
PCR, kdy reverzni transkripce i ndsledné real-time PCR probihaji v jedné zkumavce.

Real-time RT-PCR je minimdlné¢ 100x citlivéjsi nez RT-PCR [112, 113]. V zZivoci$né
virologii nahrazuje béZnou PCR (popf. RT-PCR) — pomér poctu ¢lankd vyuzivajicich béznou PCR a
real-time PCR detekci ZivociSnych virt je za posledni dva roky pfiblizn€ 1 : 2. V posledni dobé se
zalind vice vyuzivat i pro detekci a kvantifikaci rostlinnych virt [napt. 112, 114, 115, 116]. Rozlisit
nékolik virti najednou je mozné v multiplex real-time RT-PCR, ktera je citlivéjsi neZ multiplex RT-PCR
[napr. 114]. Z virt pouzitych v této praci byla real-time PCR vyuzita zatim pouze pro detekci PPV
[napt. 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 sekvenci; svym provedenim a exponencidlni amplifikaci pfipomind RT-PCR,
amplifikovdna je vSak RNA - podrobnéji viz [123, 124]. Celd reakce probihd diky pouZitym
enzymlim (reverzni transkriptdza viru AMV (,,avian myeloblasty virus), RN4za-H, RNA polymeraza
T7) pti konstantni teploté.

Amplifikovanou RNA lze detekovat naptiklad pomoci gelové elektroforézy [125], vétSinou
se ale NASBA pouziva ve spojeni s fluorescenénim znacenim [napi. 126, 127, 128, 129], které
umoziuje sledovat pribéh reakce v realném case — obdobné jako pii pouZiti real-time PCR. NASBA je
citlivéjsi nez bézna RT-PCR [130, 131], umoziiuje i multiplex detekci nékolika virti [128] nebo jejich
izolath [129, 132].

Z vira pouZzitych v této praci byla metodou NASBA detekovany pouze ASPV [133] a PPV
[134].

1.2.2.5 Dalsi metody
K detekci rostlinnych virti se da vyuzit i dfive hojné pouzivd metoda Dot-Blot [napt. 135,

136, 137, 138]. Jejim principem je hybridizace znacené (radioaktivné, digoxigeninem nebo biotinem)
proby o znamé sekvenci k DNA nebo RNA ze vzorkl ukotvené na nylonové nebo nitrocelulézové
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membrané. Vyhodou je moznost pomoci jedné préby testovat nékolik desitek riznych vzorkl zaroveri.

K rozliSeni jednotlivych virovych izolatd je moZno pouZit metodu RFLP (z anglického
»Restriction Fragment Length Polymorphism®), kterd porovnava délky fragmentd po restrikénim
St€penim PCR produktt [107, 139, 140, 141].

Dalsimi moZnosti nabizi modifikace nebo kombinace vyse uvadénych metod [napt. 142,
143, 144], samostatné pouZiti tzv. ,,molecular beacons* [napi. 145, 146] — prob, pouzivanych k
fluorescencnimu znaceni v nékterych real-time PCR — nebo nové vyvijené metody [napi. 147]. Vice
konkrétnich prikladti i nové vyvijené techniky 1ze naleznout napiiklad v [148, 149, 150]. Nove se
uplatiiujici metodu pak predstavuji vlastni mikroCipy (viz ndsledujici kapitola).

1.3 Soucasny stav vyuZiti mikrocipu k detekci viru

Piivodnim tcéelem mikrocipti bylo vyhodnocovani genové exprese [1, 151, 152], postupné
se ale jejich schopnost rozlisit obrovské mnozstvi riiznych sekvenci v jednom kroku zacala pouZivat i
pro detekci organizmi [153]. Prvni mikrocCipy detekujici viry se objevily v roce 2002 [56, 154, 155,
156] a do soucasné doby (fijen 2007) bylo na dané téma publikovano ¢i do tisku pfijato 80 ¢lankd.
Vétsina z nich se zabyva detekci Zivocisnych virli, osm z nich je vénovano virdm rostlinnym [17, 157,
158,159,160,161,162,163].

Nejvice mikroCipti bylo vyvinuto pro detekci virovych ptvodcti chorob ¢lovéka: virtl
infek¢ni Zloutenky [164, 165, 166, 167, 168, 169, 170, 171, 172, 173, 174], virt zpusobujicich
onemocnéni dychacich cest [156, 175, 176, 177, 178, 179, 180, 181, 182, 183, 184, 185, 186,
187, 188] a papillomavira [6, 57, 189, 190, 191, 192, 193, 194, 195, 196]. Na dalsi lidské
patogeny se zaméfovaly mikrocipy pro detekci viru HIV (,,Human immunodeficiency virus®) [53,
197] a jinych retrovirt [198, 199], orthopoxvirt [155, 200, 201, 202], enterovird [46, 52, 203,
204, 205], herpesvira [206, 207, 208, 209, 210, 211], rotavird [154, 212], virt zpisobujicich
onemocnéni zaZivaciho traktu [213], viru SARS (,,Severe acute respiratory syndrome*) [214, 215,
216], a jinych patogenich lidskych vira [56, 199, 204, 217, 218, 219, 220]. Byly také vyvinuty
mikrocipy pro identifikaci viru kulhavky a slintavky [221,222,223] a mysich vira [71].

Z rostlinnych vira byly dspésné detekovany viry napadajici brambor: Potato virus Y (PVY),
Potato virus X (PVX), Potato virus A (PVA), Potato virus S (PVS) [17, 157, 158], Potato leaf-roll
virus (PLRV), Potato virus M (PVM) [157], Andean potato latent virus (APLV), Andean potato mottle
virus (APMV) [160], viry napadajici okurkovité: Cucumber green mottle mosaic virus (CGMMYV),
Cucumber fruit mottle mosaic virus (CEFMMYV), Kyuri green mottle mosaic virus (KGMMV), Zucchini
green mottle mosaic virus (ZGMMV) [159], Cucumber mosaic virus (CMV) [161] a viry napadajici
ovocné stromy: PPV [price pfijaté do tisku: 162, 163], ApMV, ASPV, PNRSYV, PDV |[price piijatd do
tisku: 163]. Posledni z citovanych praci je zarovei prezentovdna v této disertaci.

Ve vétsiné studii prevazuji fluorescenéni metody. Zkoumané sekvence jsou vétSinou
znaceny pomoci fluorescen¢nich nukleotidl, né€které studie pouZzivaji nepiimé fluorescencni znaceni
[napr. 157, 179, 224] nebo fluorescencné znacené primery [napf. 161, 171, 172]. Bylo popséano i
fluorescencni znaceni sekvenci pfimo na mikroCipu [194, 209, 212] nebo detekce neznacenych
zkoumanych sekvenci pomoci sekundarné hybridizujicich fluorescen¢nich préb [183, 184 ].

V nékolika pfipadech byly zkoumané sekvence znacCeny biotinem nebo digoxigeninem a
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detekovdny pomoci enzymatické reakce [napi. 180, 222 ] nebo fluorescenéné znacenym streptavidinem
[167, 211]. K detekci neznacenych zkoumanych sekvenci byly pouZity i sekundarné hybridizujici
proby znacené zlatem [173] nebo elektrochemicky mikrocip [71].

Problémem zatim zGstava citlivost vyvinutych mikro¢ip vzhledem k malym koncentracim
virit v rostlindich — jen v sedmi pracich bylo detekovdany zkoumané sekvence pfipravené reverzni
transkripci [17, 156, 157, 159, 164, 206, 162]. V ostatnich piipadech bylo nutno hybridizovat
materidl pfipraveny amplifikaci v PCR. JelikoZ viry nemaji Zaddny univerzalné amplifikovatelny usek,
pouziva se vétSinou specifickd RT-PCR, kterd ovS§em miiZe do celého procesu vnést fadu nepfesnosti
[15]. Céstetné také degraduje vyhody mikro&ipu — pro kazdy virus je nutno pfipravit samostatnou
reakci a odliSeni jednotlivych fragmentl je moZno provést i gelovou elektroforézou. Mozné fesSeni
predstavuje ndhodnd amplifikace virové cDNA pomoci PCR: restriction-display PCR nebo random-
primed PCR. V prvni pfipad€ je dvouretézcova virovd cDNA S§tépena restrikénim enzymem a vzniklé
fragmenty jsou amplifikovdny pomoci univerzdlniho primeru spojeného s adaptérem k restrikénimu
mistu [napt. 36, 172]. V druhé metod€ je cDNA pfipravena pfimo pomoci primeru sestdvajictho ze
dvou Casti: jedineCné univerzdlni sekvence a ndhodného oktameru. Pfipravend cDNA se pak
amplifikuje primerem komplementarnim k univerzalni ¢4sti ptivodniho primeru [176, 182, 204, 219].
Nevyhodou obou metod oproti specifické PCR je ¢asovd narocnost a dodatecné reagencie. Lze pouZzit 1
signdl zesilujici metody [90, 220].

Neprozkoumand je doposud i oblast riznych znacicich metod, které mohou mit podstatny
vliv na citlivost detekce [225].
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2. Zaméreni prace

Ackoliv v soucasné dobé se k detekci rostlinnych virti pouziva celd fada metod, zZadna z
nich neumoznuje detekci vétstho poctu virG najednou pii zachovani dostate¢né citlivosti a rozliSovaci
schopnosti. Alesponi principidlné takové moZznosti nabizeji mikroCipy. Metoda, kterd se jizZ uspeésSné
rozviji v diagnostice ZivociSnych virti — zvlasté pak vird patogennich ¢lovéku, ale v rostlinné virologii
se zatim pfili§ neuplatiiuje. Cilem vyzkumu, pfedstavovaného v této praci, bylo prozkoumat moZnosti
této metody v detekci rostlinnych virti. Konkrétni cil — vyvinout mikro¢ip vhodny pro paralelni detekci
vybranych virti ovocnych stromil — byl definovan néasledujicimi body:

1.) Na zédklad€ pocitacové analyzy dostupnych sekvenci sedmi vybranych vir ovocnych
stromti (ApMV, ASPV, ASGV, ACLSV, PNRSV, PDV, PPV) navrhnout préby pouzitelné pro paralelni
detekci zminénych virG pomoci mikro¢ipu.

2.) Otestovat detek¢ni limit mikrocipu.

3.) Porovnat citlivost detekce cDNA a PCR amplifikovanych vybranych tsekti genomu
zminovanych virt.

4.) Porovnat tfi rizné metody znaCeni s ohledem na citlivost detekce: piimé znaCeni
pomoci fluorescencnich nukleotidii, nepfimé znaceni pomoci amino-modifikovanych nukleotidd, a

znaceni fluorescen¢nim primerem.

5.) Otestovat paralelni detekci virG pomoci mikroc¢ipu.

15



3. Souhrn vysledku

Pokud neni uvedeno jinak, byly vysledky prezentované v této kapitole piijaty k publikaci v
Casopise ,,JJournal of Virological Methods* (IFyy = 2,097), kde jsou také podrobnéji rozebrany (viz
priloha B).

3.1 Ndvrh prob a priprava mikrocipu

Na zdkladé pocitacové analyzy databazovych sekvenci pouZzitych virti byly vytipovéany
konzervativni dseky virovych genomii a do téchto oblasti bylo navrzeno 31 préb o délce 30 az 40
nukleotidl, které spliiovaly pfedem definovany limit: a) alespori 80% homologii k sekvenci viru a
zaroven b) identicky tdsek s virovou sekvenci o délce minimdlné 15 nukleotidd. Proby musely mit
zaroven co nejmensi podobnost (negace podminek a,b) k sekvencim jinych vird a rostlin. Teoreticka
specifita préb je podrobnéji dokumentovdna v priloZzeném cldnku. Sekvence kontrolni proby byla
laskavé poskytnuta dr. Boonhamem (CSL, York, UK).

Navrzené proby byly syntetizovany (fy Generi-Biotech) a imobilizovdny na aldehydovy
povrch plastového mikrocipu (fy Lambda, Freistadt, Rakousko).

3.2 Detekcéni limit mikrocipu

Detek¢ni limit mikrocipu byl stanoven pomoci fedici fady syntetickych fluorescenéné
koncentrace odpovidala 10" molekul, z nichZ kazdd byla oznaCena jednou molekulou fluorescenéni
barvicky. Tento detekéni limit byl potvrzen i ndslednymi hybridizacemi (viz 3.3) intenzivnéji
znacenych sekvenci (targets). Ke spolehlivé detekci vird timto mikroCipem je tedy nutné piipravit bud
dostate¢né mnozstvi virovych zkoumanych molekul (targets) nebo pouZit nékterou z metod zesileni
signdlu.

3.3 Srovndni citlivosti detekce — virovd cDNA vs. sekvence amplifikované RT-PCR

Ve vSech nésledujicich testech byly pro piipravu zkoumanych sekvenci (targets) pouzity
piirodni izolaty viri ApMV, ASPV, PNRSV, PDV a PPV, které byly nejprve otestovany specifickou
RT-PCR na pfitomnost vSech pouzitych vir. Byla porovnavana citlivost detekce dvou typi
zkoumanych sekvenci (targets: a) virové cDNA pfipravend pouze reverzni transkripci, b) dsekl z
virového genomu amplifikovanych specifickou RT-PCR. V obou pfipadech bylo pouZito nepiimé
fluorescencni znaceni vyuzivajici amino-modifikované nukleotidy (aa-dUTP).

Zatimco RT-PCR produkty byly detekovdny vSemi prébami, navrzenymi pro detekci
amplifikované oblasti (s vyjimkou proby PDV6, viz déle), zkoumané sekvence sestavajici z virové
cDNA nebyly detekovdny ani v jednom piipadé. To souhlasilo se zjiSténym detekénim limitem
mikrocipu, nebof mnozstvi virové cDNA v hybridizovanych vzorcich (zjist€éné pomoci real-time PCR)
se pohybovalo od 10° do 10° molekul.

Sekvenovani hybridizovanych RT-PCR produkti potvrdilo specifitu hybridizace (dle
podminek a,b v kapitole 3.1) s vyjimkou proby PDV6. Ta nedetekovala zkoumané sekvence ani v
opakovanych hybridizacich, ackoliv jeji podobnost se zkoumanymi sekvencemi spliiovala definovany
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vevs

limit. Pozdéjsi experimenty ukézaly, Ze hybridizacni chovani této préby bylo ovlivnéno jeji pozici na
hybridizovaném fragmentu (viz kapitola 3.5).

3.4 Srovndni citlivosti detekce — t7i metody fluorescencniho znaceni

JelikoZ pouzitd metoda znaceni zkoumanych sekvenci miiZze mit vliv na vyslednou citlivost
mikroCipu, byly porovndny tifi rdzné metody: metoda piimého znaceni pomoci fluorescencnich
nukleotidli, nepiimé znaceni pomoci amino-modifikovanych nukleotidd, a znaceni Cy3-primerem. K
testovani byly pouzity viry ApMYV, PNRSV a PDV; zkoumané sekvence byly ve vSech ptipadech
pripraveny specifickou RT-PCR.

Pripravené sekvence (tj. ,targets”) znaCené hybridizovaly ke vSem relevantnim prébdm
nezdvisle na zvolené znacici metodé. Vyjimku tvofila proba PDV6, ke které zkoumané sekvence viru
PDV nehybridizovaly (obdobné jako v 3.3). Obcasna slabd nespecificka hybridizace byla zaznamenéna
u sekvenci znacenych Cy3-primerem a metodou piimého znacendi.
metodou znacené sekvence davaly ve srovndni se zbylymi dvéma metodami vzdy slaby, ale dobie
rozliSitelny signal. Kvalita signdlu (tj. intenzita signédlu ve vztahu k fluorescenci pozadi) byla u pfimého
znaceni nejvyssi, nejsiln€jsi fluorescence pozadi byla naméfena pii detekci sekvenci znacenych Cy3-
primerem.

Jako optimdlni se jevi metoda znaCeni Cy3-primerem, kterd byla zaroven metodou
nejrychlejsi a nejlevné;si. Vhodnou optimalizaci promyvéni by bylo mozno zlepSit kvalitu signélu u této
metody.

3.5 Viiv mista hybridizace proby na citlivost detekce

U prob, které hybridizovaly se zkoumanymi sekvencemi blizko jejich 3-konce (proby
PNRSV4 a ApMV4) bylo pozorovano statisticky signifikantni zeslabeni intenzity signédlu oproti
ostatnim hybridizujicim prébam. V pripad¢ proby PDV6, kterd lezela pouze 42 nukleotidi od 3'-konce
zkoumanych sekvenci nebyla hybridizace detekovdna vibec, ackoliv teoreticky (na zdkladé sekvencni
podobnosti) zkoumané sekvence k této probé hybridizovat mély. Zeslabeni signilu byl nejlépe patrné u
zkoumanych sekvenci znacenych Cy3-primerem.

Zavislost intenzity signdlu na sekvenci hybridizovanych molekul (targets) nebyla
pozorovana. Préby, které byly obdobné blizko 5'-konci zkoumanych sekvenci zeslabeni signédlu
nevykazovaly.

Obdobné vysledky byly pozorovany i v praci Zhanga a kol. [226]. Jako moZné vysvétleni
se nabizi vliv molekul fluorescenéni barvicky. Pér: proba — zkoumana sekvence je vice nestabilni, kdyz
se zkoumana sekvence vaze k probé jednim ze svych koncti. Pokud by molekula fluorescenéni barvicky
v blizkosti proby dokédzala takovy pér stabilizovat, pevné€jsi spojeni spojeni paru: préba — zkoumand
sekvence by se tvofilo v pfipadé 5'-konce zkoumané sekvence kde lze predpokladat vyssi efektivitu
znaceni sekvence. Tento jev by byl nejmarkantnéjsi u sekvenci znacenych pouze na 5'-konci (napi. Cy3-
primerem), coZ odpovida pozorované skutecnosti. Dal$i roli mize hrat i orientace nebo prostorové

uspotrdadani volného konce zkoumanych sekvenci vzhledem k povrchu mikroCipu a ptisluSné probé.
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3.6 Paralelni detekce viri

Predbézné testy paralelni detekce (dosud nepublikovdno) byly provedeny s viry ApMYV,
PNRSV, PDV a ASPV. Zkoumané sekvence byly pfipraveny dle protokoli pouZzitych v pfilozené
publikaci, ke znaceni byly pouzity pfislusné Cy3-primery. Kazda zkoumana sekvence byla znacena v
oddélené RT-PCR, poté byly pfipravené sekvence smichdny a hybridizovdny na mikrocip. VSechny
umélé smési zkoumanych sekvenci hybridizovaly k relevantnim prébam (s vyjimkou préby PDV6, na
které k hybridizaci nedoslo) — viz obrazek 7.

Obrdzek 7. PredbéZné testy paralelni hybridizace — 2 viry soucasné Tabulky vpravo ukazuji predpoklddand mista
hybridizace. U viru PDV nehybridizuje proba PDV6 — diivody rozebrdny v textu.
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4. Zavér

1.) Predkladand prace popisuje vyvoj mikroCipu pro paralelni detekci vybranych virt
ovocnych stromti — ApMV, ASPV, ASGV, ACLSYV, PNRSV, PDV a PPV. Plastovy mikroCip sestava z
31 virovych préb (30-40 nt) a 1 kontrolni proby detekci rostlinné rRNA. Cely mikrocip byl pfipraven se
zamérem vyuZit pfi jeho testovani fluorescen¢nich metod, které jsou v soucasné dobé nejrozsitené;si
platformou pro mikrocipy.

2.) Detekéni limit mikro¢ipu je 107 molekul, 1ze jej v8ak pravdépodobné zvysit nékterou z
metod amplifikace signélu.

3.) K testovani detekce virtl z pfirodnich vzorkd byla pouZzita amplifikace pomoci RT-PCR.
Koncentrace virové cDNA, pfipravené reverzni transkripci, byla piili§ nizkd pro pouziti v testech i pro
detekci vird.

4.) Jako optimdlni znacici metoda ze tii zkouSenych se jevi znaceni Cy3-primerem:
dosahuje dostatecné citlivosti, je levna a rychld. Pro dalsi pouZiti bude vhodné optimalizovat promyvaci
krok.

5.) Citlivost detekce je ovlivnéna mistem hybridizace proby na zkoumané sekvenci.

6.) Pripraveny mikroCip je schopen detekce ApMV, PNRSV, PDV a ASPV v jednoduchych
i smésnych infekcich, schopnost paralelni detekce dalSich pouZzitych virl je nutno ddle otestovat. Pro
zjednoduseni celého procesu bude dobré pouzit metodu, umoziujici amplifikaci vSech zminénych virt
soucasné. Pro tyto ucely neni vhodnd multiplex RT-PCR, nebof jeji optimalizace je prili§ zdlouhavd a
ndkladnd. Vhodnéjsi variantou se jevi pouZit nékterou z metod ndhodné amplifikace (RD-PCR nebo
random-primed PCR).

7.) Vysledky testovani citlivosti pfipraveného mikrocipu byly pfijaty k publikaci v
mezindrodnim impaktovaném casopise ,,Journal of Virological Methods* (IF6 = 2,097).

8.) Cist dosud nepublikovanych vysledkt bude doplnéna o dalsi testy a pouZita v
pfipravované publikaci.
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5. Seznam pouzZitych zkratek

Tento seznam uvadi jen ty zkratky, které jsou v textu pouZzity vicekrat a jsou vysvétleny jen

pfi prvnim pouZiti, nebo se jejich obecnd znalost pfedpokldda. Pokud neexistuje ¢esky ekvivalent, je
uvadén pouze vyznam zkratky v anglickém jazyce.

DNA
RNA
PNA
cDNA
dATP
dCTP
dTTP
dGTP
dNTP
aa-dNTP

QD
TSA
AFM
RFLP
PCR
RT
ELISA
NASBA

ApMV
PNRSV
PDV
ASPV
ASGV
ACLSV
PPV

deoxyribonukleova kyselina
ribonukleova kyselina

peptidova nukleova kyselina

z anglického ,,copy DNA*
deoxyadenosintrifosfat
deoxycytosintrifosfat
deoxythymidintrifosfat
deoxyguanosintrifosfat
deoxynukleotidtrifosfat
aminoallyl-deoxynukleotidtrifosfat

kvantové tecky (z anglického ,,quantum dots*)

z anglického ,,tyramide signal amplification*

mikroskopie atomarnich sil (z anglického ,,atomic force microscopy*)

z anglického ,.restriction fragment length polymorphism*

polymerazova fetézova reakce (z anglického ,,polymerase chain reaction®)
reverzni transkripce (z aglického ,,reverse transcription®)

z anglického ,,enzyme-linked immunosorbent assay*

z anglického ,,nucleic acid sequence based amplification*

virus mozaiky jabloné (z anglického ,,apple mosaic virus*)

virus nekrotické krouzkovitosti tfesné (z anglického ,,prunus necrotic ringspot virus*)
virus zakrslosti Svestky (z anglického ,,prune dwarf virus*)

virus vrascitosti kmene jabloné (z anglického ,,apple stem pitting virus*)

virus zZlabkovitosti kmene jabloné (z anglického ,,Apple stem grooving virus*)

virus chlorotické skvrnitosti jabloné (z anglického ,,Apple chlorotic leafspot virus*)
virus Sarky Svestek (z anglického ,,Plum pox virus*)
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Abstract

An oligonucleotide microarray for the detection of some fruit-tree viruses was designed and
its theoretical detection limit was assessed using Cy3-labelled 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 labelled-dUTPs, and the use of Cy3-labelled
primer. The most intensively labelled targets were produced by the Cy3-primer 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 Cy3-primer labelling involved the simplest preparation and the lowest
cost, however occasional weak cross-hybridization appeared. The indirect labelling method was of the
highest specificity. The probes hybridizing near the 3-end of the targets showed the lowest intensities of
fluorescent signal.

Preklad abstraktu:

Byl navrzen oligonukleotidovy mikrocip pro detekci vybranych virti ovocnych stromii jeho
detek¢ni limit byl stanoven pomoci Cy3-znacenych oligonukleotidii. Citlivost mikro¢ipu v praxi byla
porovnéna pro razné typy fluorescenéné znacenych zkoumanych sekvenci: a) cDNA a sekvence
amplifikované pomoci PCR, b) sekvence amplifikované pomoci PCR znacené tfemi riznymi metodami.
V prvnim pifipadé€ (a), bylo mnozZstvi virové cDNA pod stanovenym limitem mikrocipu a detekovany
byly pouze sekvence amplifikované pomoci PCR. Druhé srovnani (b), bylo provedeno se tfemi
vybranymi viry a zahrnovalo nepfimé znaceni, pfimé znaceni pomoci fluorescencnich nukleotidt
(dUTP) a pouZziti primeru znaceného Cy3 molekulou (Cy3-primer). Nejintenzivnéji zna¢ené zkoumané
sekvence byly pfipraveny zna¢enim pomoci Cy3-primeru (u dvou ze ti{ virG) nebo pomoci nepiimého
znaceni (u jednoho ze tif vird), nejslabsi signél vykazovaly pfimo znacené zkoumané sekvence (u vSech
tif vird). Znaceni Cy3-primerem bylo nejjednodussi a nejlevnéjsi, ackoliv se pfi ném piileZitostné
objevovaly nespecifické hybridizace (cross-hybridizace). Nejvice specifickou byla metoda nepitimého
znaceni. Nejméné intenzivni fluorescen¢ni signdl mély préby hybridizujici blizko 3'-konce zkoumanych
sekvenci .

Podil O.Lenze na publikaci: 80 % (viz prohldseni spoluautori na zacatku této disertacni prace).

Stav publikace ke dni tisku disertacni prace: prijato do tisku (viz pfiloha A)
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