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1. Uvod

Virova agens jsou pivodci mnoha zdvaznych onemocnéni nejen ¢lovéka a zvitat. Metody jejich
stanoveni jsou zaloZeny na piimém prikazu jejich proteind ¢i genomu (DNA/RNA).
Vyznamnou detek&ni metodou je kultivace na buné¢nych kulturdch. Ta vSak byva u celé fady
vira problematickd, v nékterych piipadech Casové velmi naro¢na ¢i nestandardizovand, a tak
nepouzitelnd k rutinnim analyzam. Diagnostika infekce miiZze byt také zaloZzena na nepiimém
prikazu danych agens, na detekci protilatek vytvofenych infikovanym organismem. Kazda
z téchto metod m4 své vyhody a nevyhody. Spradvny postup stanoveni a uréeni virovych agens
je nutno vztdhnout nejen k citlivosti, Casové 1 finan¢ni naro¢nosti dané metody, ale také zejména
k analyzované matrici. Vzhledem k t¢émto faktorim je jednou z nejpouzivanéjSich metod
polymerazova fetézova reakce (PCR), ktera je plné€ vyuzitelna u jakéhokoliv typu analyzované

vzorku.

PCR reakci predchézi krok izolace nukleovych kyselin (DNA/RNA). U virt jejichzZ genom je
tvofen RNA je pfed PCR nutno provést reverzni transkripci (RT). Objev PCR v redlném cCase
(qPCR) navic umoziiuje nejen detekci, ale také kvantifikaci virové ndloZe v riznych typech
matric. Neodpovidajici vysledky této vysoce citlivé metody mohou byt zplsobeny
kontaminacemi, inhibici RT ¢i/a PCR reakce nebo také selhanim v ptfedchéazejicim, klicovém
kroku analyzy vzorku — izolaci nukleovych kyselin. Proto by k zajisténi validnich vysledki m¢l
byt kazdy krok analyzy patficné kontrolovan. K tomuto ucelu je vyuZivdn systém pozitivnich
a negativnich kontrol. U virovych agens, obzvlasté téch jejichZ genom je tvofen RNA, je Castym

problémem pravé spravnad volba kontroly izolace nukleovych kyselin.

Dle doporuceni norem (ISO 15216-1:2017 a ISO 15216-2:2013), které jsou cileny na
problematické matrice jako je drobné ovoce, listovd zelenina, mlZi, stéry prostfedi a voda, je
k t€émto ucelim nejvhodnéjsi pouzit tzv. process control virus (PCV), ktery se v definovaném
mnoZzstvi pred zacatkem analyzy ptida ke kazdému jednomu vzorku a tak slouzi jako kontrola
pribéhu jednotlivych krokii analyzy. Takovyto virus by neme¢l byt patogenni pro ¢loveka
a zaroven by mél mit podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, jako maji cilova patogenni agens.
Zaroven by m¢l byt na genetické urovni dostate¢né odlisSny od cilovych patogenti, aby mohl byt
v RT-qPCR specificky prokdzadn, anemél by se v analyzovanych vzorcich pfirozené

vyskytovat.



Mezi agens, kterd jsou zdroven nepatogenni pro Cloveéka, jsou pro tyto tucely nejcastéji
pouzivdna a zdroven splnuji dalsi specifikace ISO norem patii mutantni kmen mengoviru
(MCy), felinni kalicivirus a murinni norovirus. Pfiprava dostatecného mnoZstvi téchto virt
probihd kultivaci na bunécnych liniich. Jednd se o zdlouhavy proces, pficemz kultivace kazdého
z virt musi mit zabezpeceny specifické podminky. S tim je spojeno uzpusobeni laboratoie
pro praci s bunéénymi kulturami. Navic pfi rutinnim pouziti takto pfipravenych kontrol byly

zjistény vyznamné rozdily mezi jednotlivymi SarZemi.

Resenim vy3e uvedeného problému je zaloZit kontrolu procesu analyzy vzorkd na pomérné
jednoduché varianté, MS2 faglim podobnym casticim (MS2 PLP). MS2 PLP jsou in vitro
piipravené virové Castice, do jejichz genomu je moZzné vlozit jakoukoliv cilovou molekulu RNA
(Pasloske 1998). Velkou vyhodou je, Ze vloZend RNA je obalena kapsidou, a tak chranéna pied
degradaci vlivem vSudypfitomnych RN4z, ale zaroven je mozné jeji uvolnéni pro potieby RT-
gPCR. Piiprava MS2 PLP probihd v bakteriich E. coli, coz je v porovnani s pfipravou
v bunéénych kulturdch efektivnéj$i a rychlejsi zplisob vyroby, ktery se da kontrolovat

v prubéhu produkce prostfednictvim zavedenych kontrolnich bodi.

2. Piredmét funkéniho vzorku

Cilem funk¢niho vzorku bylo zavést a standardizovat sériovou vyrobu MS2 PLP a piipravit tak
vhodny prostiedek ke kontrole analyzy vzorkii na piitomnost neobalenych virovych agens
jejichZ genom je tvofen RNA. Do postupu piipravy MS2 PLP byly zavedeny kontrolni body,
které zaruci, Ze kone¢ny produkt standardizované sériové vyroby bude, nezdvisle na konkrétni
produkované Sarzi, vyrdbén ve vysoké kvantit¢ a nebude obsahovat kontaminujici proteiny ¢i

molekuly DNA. Zaroven byly definovany vhodné podminky skladovani tohoto prostredku.

3.  Vlastni popis metodiky funkéniho vzorku

3.1. Piiprava rekombinantnich MS2 PLP

Unikatni kontrolni sekvence (kombinace mitochondridlni DNA vakovlka tasmanského,
Thylacinus cynocephalus, GenBank accession No. FJ515781.1 a ptdka moa, Dinornis

struthoides, GenBank accession No. AY326187.1) byla vloZena do klonovaciho mista 2



(MCS2) vektoru pACYCDuet-1 (do tohoto klonovaciho mista je mozné vlozit jakoukoliv jinou
cilovou molekulu DNA; PCR produkt). Do klonovaciho mista 1 (MCS1) tohoto vektoru byl
nasledn¢ ligovdn PCR produkt amplifikovany z de novo syntetizované sekvence nesouci
dimerizovany coat protein a His-tag. Vznikly plazmid byl transformovan do bunék E. coli BL21

(DE3; Mikel et al., 2017); kontrolni bod 1.

Buniky E. coli BL21 (DE3) nesouci rekombinantni plazmid byly kultivovany v LB médiu
s ptidavkem chloramfenikolu (vyslednd koncentrace 34 ug/ml) pii 37 °C/ 150 rpm na
horizontédlni kruhové trepacce do optické denzity ODeoo = 1,7 a nédsledné¢ v TB médiu do
ODs00=0,8 (ptidavek chloramfenikolu - 34 pg/ml, inkubace pii 37 °C/150 rpm). Exprese byla
nasledn¢ indukovana IPTG (kone¢na koncentrace v roztoku 2 mM) a probihala po dobu 16

hodin pti 37 °C/150 rpm; kontrolni bod 2.

Tato kultura jiz s obsahem MS2 PLP byla centrifugovana pti 6700xg/15 min a k odebranému
supernatantu byly ptidany nukledzy: 200 U Turbo DNaza (Ambion, ThermoFisher Scientific),
2500 U benzondza (Sigma-Aldrich), 700 U RNaza A (Qiagen). Vzorek byl ultrasonikovan
a nasledné inkubovén 37 °C/3 hod/200rpm; kontrolni bod 3.

Purifikace MS2 PLP byla provedena kapalinovou chromatografii (FPLC) za pouZiti kolonky
HiTrap TALON Crude (GE Healthcare) — kobalt chelatacni chromatografie. Ziskany roztok
MS2 PLP byl odsolen pomoci kolonek s membrdnami Vivacon 10 kDa, MS2 PLP byly
nasledné eluovany do STE (Sodium Chloride —Tris- EDTA) pufru (pH = 7,5); kontrolni bod 4.

3.2. Kvantifikace a ovéreni kvality vyprodukovanych MS2 PLP

Kvantifikace vyprodukovanych MS2 PLP byla provddéna RT-qPCR. Soucasti tohoto systému
je interni amplifikacni kontrola a kvantifikacni gradient ve form¢ RNA (Mikel et al., 2017);

kontrolni bod 5.

Struktura ¢4stic byla ovétena elektronovou mikroskopii s pouzitim barveni 2% molybdenanem

amonnym; kontrolni bod 6.

Dalsi metodou pouZzitou k ovéefeni kvality pripravenych MS2 PLP byl dynamicky rozptyl svétla
(DLS) meéfeny na piistroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). DLS ur¢i hodnotu Z-

Average (d.nm) tzv. hydrodynamicky pramér méfenych ¢astic v nm. Klicovou hodnotou je také



polydisperzita (PdI), kterd charakterizuje uniformitu distribuce métenych ¢astic; kontrolni bod

7.

3.3. Kontrolni body p¥i produkci MS2 PLP

Kontrolni bod 1

Pomoci PCR reakci s inzeréné (v tomto piipad¢ 1. kombinace mitochondridlni DNA vakovlka
tasmanského a ptdka moa a 2. sekvence nesouci dimerizovany coat protein a His-tag)
a vektoroveé specifickymi primery lze ovéfit, zda tyto sekvence byly uspé$né vlozeny
do klonovaciho vektoru a plazmid byl transformovan do bunék E. coli BL21 (DE3). Pfitomnost

specifickych inzert v klonovacim vektoru Ize také ovétit sekvenovanim.

Vysledkem jsou PCR produkty o specifické velikosti a/nebo odpovidajici sekvence nukleotidd.

Kontrolni bod 2

Po indukci exprese IPTG uz nedochédzi k pomnozovani bunék E. coli BL21 (DE3). Pfi Spatné
indukci exprese dochézi k pokraCovani jejich rastu a vznikld peleta po centrifugaci kultury
inkubované po dobu 16 hodin pii 37 °C/150 rpm s ptidavkem IPTG je vétsi jako den pied tim
pii ODe00=0,8.

Vysledkem je podobnd velikost pelety kultury kultivované v TB médiu do ODepo=0,8
(ptidavek chloramfenikolu - 34 pg/ml, inkubace pfi 37 °C/150 rpm) a kultury inkubované
16 hod/37 °C/150 rpm s ptidavkem IPTG.

Kontrolni bod 3
Po centrifugaci kultury s jiz pomnoZenymi MS2 PLP a pfidani nukledz se z roztoku odebere
20 pl. Pritomnost MS2 PLP je ovéfena pouzitim elektroforézy, vizualizace genomu v 1%

agar6zovém gelu s ptidavkem ethidium bromidu, Sodium/Boréitovy pufr.

Vysledkem je band o velikosti 1,5 kb (obrazek 1).

Kontrolni bod 4

Pti purifikaci MS2 PLP (FPLC) elu¢nim pufrem s obsahem 200 mM imidazolu v prubéhu eluce

z kolonky se tvoii charakteristicky elu¢ni ,,peak®.



Obrazek 1: Vysledek elektroforézy detekujici ptitomnost MS2 PLP po centrifugaci kultury
(band o velikosti 1,5 kB).

Kontrolni bod 5
Kvantifikace vyprodukovanych MS2 PLP je provddéna RT-qPCR. Ziroven je sledovédna
kontaminace piipravenych ¢astic DNA; pfipravené Castice jsou nafedény 1 000x a 10 000x

a podrobeny RT-qPCR reakci do které neni pfidan enzym reverzni transkriptaza.

Vysledkem je standardni kvantita cca 1 x 10'° MS2 PLP genomovych ekvivalentt/ul roztoku
STE pufru.

Kontrolni bod 6
Struktura ¢astic je oveéfena elektronovou mikroskopii s pouzitim barveni 2% molybdenanem

amonnym.

Vysledkem jsou virové Castice o specifické velikosti a neporusenou kapsidou, které jsou

rovnomeérné rozptyleny v zorném poli mikroskopu (obrazek 2 a 3).

Kontrolni bod 7
Dynamicky rozptyl svétla (DLS). DLS ur¢i hodnotu Z-Average (d.nm, tzv. hydrodynamicky
primér méfenych ¢astic v nm) a polydisperzitu (PdI; charakteristika uniformity distribuce

meéfenych C4stic).

Vysledkem je hodnota hydrodynamického primér minimdlné 33 nm a maximdlni hodnota

polydisperzity u purifikovaného homogenniho vzorku do 0,170 (obrazek 4).



3.4. Stanoveni vhodnych podminek skladovani MS2 PLP

Kli¢ovym faktorem pii pouziti MS2 PLP jako kontroly procesu analyzy riznych typa matric je
také jejich dlouhodobé skladovani. K tomuto tucelu byly zvoleny tii druhy kryoprotektanti
o riznych koncentracich (tabulka 1). Jako kontrola celého experimentu byly pouzity MS2 PLP
v roztoku STE s obsahem bovinniho sérového albuminu (BSA; 50 pg/ml) bez obsahu
kryoprotektantu. Vzorky (koncentrace MS2 PLP) s obsahem kryoprotektantl, véetné kontroly.
Mrazeni na -20 °C neni doporuceno kvuli zvySené inaktivaci MS2 PLP v porovnani
s uskladnénim na -80 °C (Olson et. al., 2004), proto byly jednotlivé roztoky s Casticemi
zamrazeny na -80 °C. Doba uskladnéni byla stanovena na jeden, tfi a Sest mésict. Po ukonéeni
daného skladovaciho obdobi byly MS2 PLP rozmrazeny. Integrita ¢astic byla ovéfena pomoci
elektronové mikroskopie, dynamického rozptylu svétla a RT-qPCR. Zaroven byla sledovédna

odolnost ¢dstic pii opakovaném rozmrazeni a zamrazeni.

Tabulka 1: Druhy kryoprotektantl a jejich koncentrace pouZité pti stanoveni nejvhodnéjsich

podminek dlouhodobého skladovani MS2 PLP.

Kryoprotektant Koncentrace 1 Koncentrace 2 Koncentrace 3
Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,5 % 2 % 10 %
Sacharéza 10 % 20 % 30 %
Trehal6za 50 mM 200 mM 300 mM
Glycerol 10 % 20 % -

Glycerol a sachar6za 10% glycerol v kombinaci se sacharézou (0,5 M)

V ptipadé vyssich koncentraci (koncentrace 2 a 3, tabulka 1) vySe uvedenych kryoprotektantii
byla pii skladovani pozorovéana Castecnd deformace tvaru Castic, a to uz i po prvnim meésici
experimentu. Zaroven dochazelo k shlukovani MS2 PLP do fetizkovitych dtvart a castecnému
rozpadu. Ve vSech koncentracich sachar6zy byla na ¢asticich pozorovana souvisla vrstva této
l4tky, nicméné vznik fetizkovitych struktur byl i tak zietelny. Oproti tomu se pti dlouhodobém
skladovani nejlépe osvédcCily nizké koncentrace kryoprotektanti (koncentrace 1, tabulka 1).
U vSech vyse uvedenych roztokl kontrolni metody potvrdily pozadovanou kvalitu ¢astic i po
dobu skladovani tif mésicti a opakovaném rozmrazovani (obrdzek 2 a 3). Pfesto nejvhodnéjsim
kryoprotektantem k dlouhodobému skladovdni MS2 PLP po dobu 6 mésicii se ukdzala byt 300

mM trehaldza; struktura ¢astic nejevila vyrazné znamky rozpadu nebo shlukovéni (obrazek 4).



Negativni kontrola potvrdila nutnost pouZiti kryoprotektantii k dlouhodobému uskladnéni ¢astic
pfi -80 °C. Vysledky ziskané analyzou negativni kontroly byly podobné jako u vzork
s obsahem vyssiho procenta kryoprotektantli. V tomto piipad¢ sice nedochdzelo ke shlukovani
¢astic do tetizkovych utvard, ale byl pozorovan jejich rozpad. Béhem experimentu bylo také
zjisSténo, Ze MS2 PLP jsou stabilni i po pilrocnim skladovéni pii 4 °C, coZ bylo ovéfeno na
zéklad¢é porovnani hodnot Z-avg a Pdl po métfeni dynamického rozptylu svétla kritce po

vyprodukovani ¢astic a po Sesti mésicich skladovani pti 4 °C (obrazek 5 a 6).



Obrazek 2: Fotografie elektronové mikroskopie MS2 PLP zamrazenych po dobu jednoho
mesice pfti teploté -80 °C s riznymi kryoprotektanty. A 0,5% DMSO; B 10% Glycerol; C
10% Glycerol a 0,5 M Sacharéza; D STE a BSA (50 pg/ml); E 50 mM Trehal6za; F 2%
DMSO.

100 nn
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Obrazek 3: Fotografie elektronové mikroskopie MS2 PLP zamrazenych po dobu tif mésict
prii teploté -80 °C s riznymi kryoprotektanty. A 0,5% DMSO; B 10% Glycerol; C 50 mM
Trehal6za; D STE a BSA (50 ug/ml).

Obrazek 4: Fotografie elektronové mikroskopie MS2 PLP zamrazenych po dobu Sest mésict

pii teploté -80 °C s 300 mM Trehal6zou.
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Obrazek 5: Porovnani vysledkid méfeni dynamického rozptylu svétla MS2 PLP kratce po
produkci (A) a po 6 mésicich skladovani pri 4 °C (B).

A B
Size (d.n... % Number: St Dev (d.n... Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 3386 Peak 1: 2474 100,0 5,984 Z-Average (d.nm): 3439 Peak1: 3665 978 1,85
Pal: 0177 Peak2: 0,000 00 0,000 Pdi: 0,167 Peak2: 4710 22 723
Intercept: 0,938 Peak3: 0,000 00 0,000 Intercept: 0.936 Peak 3: 0000 0.0 0.000
Result quality Good Result quality Good

Size Distrution by Intensity

Se (d.nm)

[E=—_Record 1: vzorek1 1 Record 3: 201807261 ——— Record 4: 20180726 3

Record 5: 26/07/2018 1

Obrazek 6: Porovnani fotografii elektronové mikroskopie MS2 PLP kratce po produkci (A)
a po 6 mésicich skladovani pii 4 °C (B).

3.5. Postup pouziti MS2 PLP pf¥i rutinni analyze vzorku

Z dodaného roztoku MS2 PLP o koncentraci 1x10° genomovych ekvivalentii/pl je doporuéeno
k dané navaZzce kazdého jednoho vzorku pfidat 5 pl a ndsledné€ provést izolaci nukleovych
kyselin dle vhodného metodického postupu. MnoZstvi vzorku je stanoveno dle poZadavku
pouzité metody izolace. Doporucené mnozstvi ¢astic piidanych ke vzorkiim vychazi z postupti
danych ISO 15216-1:2017. Vzorky je vhodné bez kroku zamrazeni ihned analyzovat na
piitomnost neobalenych virl jejichZ genom je tvofen RNA a provést kvantifikaci MS2 PLP,

které prosly celym postupem analyzy dle Mikel et. al. 2015.
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Stanoveni mnozstvi MS2 PLP je v reakci RT-qPCR provadéno metodou absolutni kvantifikace
a na zaklad¢ kalibracni kiivky. MnoZstvi MS2 PLP v kazdém jednom vzorku lze stanovit dle
nasledujiciho vzorce:

MS2PLP = (x/5) x y

x ~pocet kopif cile v reakci (stanoveno RT-qPCR)
y — mnozstvi, do kterého je eluovana izolovand nukleova kyselina (udavano v pl)

7 LM

Stanoveni d¢innosti celého (kompletniho) postupu analyzy kazdého jednoho vzorku lze provést
prepoctem podle néasledujiciho vzorce:

ucinnost izolace (%) = MS2 PLP / 5x10%* x 100

* mnoZstvi ¢dstic aRNA, které bylo artificidlné doddno ke kazdému jednomu vzorku

Pokud se d€innost izolace pohybuje pod hodnotou 1 %, je doporu¢eno vzorek izolované RNA
5x a 10x nafedit. Pokud tento postup nepomuze (hodnota ucinnosti se po piepoctu stéle
pohybuje pod hodnotou 1 %), je nutno zopakovat izolaci RNA ze zdsobniho duplikatu daného

vzorku.

Mnozstvi genomovych ekvivalentli RNA viru (virova ndloz) v 1 g nebo 1 ml vzorku lze stanovit
dle nésledujiciho vzorce:

virova naloz = ((x/ 5) x y / z) x (100 / i¢innost izolace MS2 PLP¥*)

X - pocet kopif cile v reakci (stanoveno qRT-PCR)

y — mnozstvi, do kterého je eluovédna izolovand nukleova kyselina (uddvano v ul)
z — mnoZzstvi pouzitého vzorku pro analyzu (g nebo ml)

* - hodnota ucinnosti analytického postupu v %

3.6. Vyhodnoceni kvality postupu vyroby MS2 PLP

Diky optimalizaci krokti produkce MS2 PLP exprimovanym v bakteriich E. coli se podaftilo
zavést standardizovany postup s reprodukovatelnymi vysledky. Pomoci jednotlivych
kontrolnich bodli je moZzné monitorovat cely prubéh produkce MS2 PLP tak, aby byla
zarucena dostatecna kvantita a kvalita ¢4stic nezavisle na jednotlivych Sarzich. Zaroven byly

stanoveny podminky uskladnéni a podminky redlného pouziti MS2 PLP v rutinni diagnostice.

4.  Srovnani ,,novosti postupi‘

Kontrola celého analytického postupu u klinickych vzorkil je pouze doporucena, v piipade
sledovani vyznamnych zastupcii virt zptisobujicich alimentarni onemocnéni (noroviry a virus

hepatitidy A) je v potravinovych matricich a prosttedi stanovena ISO 15216-1:2017. Vzhledem
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k vysoké nachylnosti RNA k degradaci, ke které muiZe dojit pfi nevhodném zachdzeni se
vzorkem jiz béhem jeho navézeni, je takovato kontrola vice nez vhodna. K tomuto ucelu je
mozné pouzit MS2 PLP. Ackoli je praktické vyuZiti téchto ¢astic v rutinni diagnostice pomérné
neobvyklé, kontrola analyzy kazdého jednoho vzorku umoziiuje spolehlivou identifikaci
a kvantifikaci mnozstvi cilovych (patogennich) neobalenych virti jejichZ genom je tvoren RNA
ve vySettovaném vzorku. Soucasné umoziuje vyloucit faleSné negativni vysledek a urcit, ve
kterém kroku analyzy vzorku doslo k selhani. Ve spojitosti s doporucovanou metodou izolace
RNA je takto zaveden komplexni piistup k detekci a presnéj$i kvantifikaci patogennich

neobalenych virl jejichZ genom je tvofen RNA v rozliénych typech matric.

Funkéni vzorek vychdzi z postupu piipravy MS2 PLP ¢éstic pro vyzkumné ucely a jeho novost
spo¢ivd ve spojeni s vySe uvedenymi body ve standardizaci sériové vyroby MS2 PLP pro
potfeby rutinni diagnostiky, stanoveni stability vyslednych ¢astic a v zavedeni kontrolnich boda

postupu piipravy MS2 PLP slouzicich k ovéfeni kvality vysledného produktu.

5.  Uplatnéni funkéniho vzorku

Technologie ptipravy MS2 PLP predstavuje moznost kontroly celého procesu prikazu
neobalenych RNA virti a odhalit tak chyby vzniklé€ pfi jednotlivych krocich, od samotné izolace
nukleovych kyselin az po kvantifikaci pomoci RT-qPCR. Uvedeny koncept MS2 PLP
usnadfuje vyuZiti ¢4stic pro veterindrni a humdnni praxi 1 vyzkum a umoZznuje validni analyzu

jednotlivych vzorki.

6. Ekonomické aspekty

Pouziti MS2 PLP je na pracovisti autorti pln€ zavedeno a pouZivano pfi rutinni diagnostice i pfi
experimentdlni vyvoji metod. Vzhledem k tomu ze do MS2 PLP Ize vlozit jakoukoli cilovou
sekvenci a pripravit tak MS2 PLP piimo dle pozadavktl zdkaznika standardizované Sarze MS2

PLP je moZno tento produkt nabidnout také biotechnologickym firmam.

Dedikace
Funkéni vzorek byl vytvofen v ramci projektu TACR GAMA TG03010038.
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