2% V ZKUMN  STAV
teg VETERIN~RN"HO

FUNK&N™VZOREK

Souprava ke kontrole anal zy
problematick ch matric na p# tomnost
neobalen ch vir$ jejich% genom je tvo#en RNA

Mgr. Magdal@na Kr&sna

Mgr. Petra VVa! "kovi, Ph.D.
L Mgr. Frantilek Hubatka

MVDr. Pavel Kulich, Ph.D.

== _  Mgr.Radek Tesa# k, Ph.D. %




Funk n vzorek 5633/2019

Souprava ke kontrole anal zy problematick ch matric nap tomnost neobalen ch
vir jejich genom je tvo en RNA

Auto i
Mgr. Magdal@na Krksna
Mgr. Petra Va  kovk, Ph.D.
Mgr. Franti ek Hubatka

MVDr. Pavel Kulich, Ph.D.
Mgr. Radek Tesa k, Ph.D.

Funk n vzorek byl vytvo en v rEmci projektu TA R GAMA TG03010038.

2019

ISBN 978-80-88233-78-7



Obsah

R Voo TSSO P VRPN 3
2. P edm tTunk N N0 VZOIKU......cooiiiiee e 4
3. Vlastn popis metodiky funk n ho VZOrKu...........ccooveiiiiiii e 4
3.1. P pravarekombinantn Ch MS2 PLP ........cccooiiiiiiieie s 4
3.2.  Kvantifikace aov en kvality vyprodukovan ch MS2 PLP .........ccccceviviviiveininene. 5
3.3.  Kontroln body p i produkCi MS2 PLP .......ccoviiiiececseee e 6
3.4. Stanoven vhodn ch podm nek skladovEn MS2 PLP ........ccccccoiiiiiiiiiiiinec e 8
3.5.  Postup pou it MS2 PLP p irutinn anal ze VZOrK .......ccccocoviiievienieiieic e, 12
3.6.  Vyhodnocen kvality postupu v roby MS2 PLP........ccccoveiiiiiieie e 13
4. SIOVNAN  NOVOSE POSTUD  ceoiiiiiiiieiie sttt ettt ettt eebe e 13
5. Uplatn n fuNK N N0 VZOTKU .....ocuviiiiiiieee e 14
6.  EKONOMICKD QSPEKLY ...vveveeieceie ettt nns 14
7. Seznam POU Il HEEIALUNY ....ocveiieeieeie ettt et esre e aennaenes 15



1. vod

Virovk agens jsou p vodci mnoha zgva n chonemocn n nejen lov kaazv at. Metody jejich
stanoven jsou zalo eny na p m@m pr kazu jejich protein i genomu (DNA/RNA).
V znamnou detek n metodou je kultivace na bun n ch kulturkch. Tav ak b vk u celgd ady
vir problematickk, v n kter ch p padech asov velmi nkro nk i nestandardizovank, a tak
nepou itelnk k rutinn m anal zEm. Diagnostika infekce m e b t takd zalo ena na nep m@m
pr kazu dan ch agens, na detekci protilktek vytvo en ch infikovan m organismem. Ka d&
zt chto metod m& sv@ v hody a nev hody. Sprkvn postup stanoven aur en virov ch agens
je nutno vztkhnout nejen k citlivosti, asov@i finan n nkro nosti dan@ metody, ale tak@ zejm@na
k analyzovan@ matrici. Vzhledem kt mto faktor m je jednou z nejpou van j ch metod
polymerkzovk et zovk reakce (PCR), kterk je pIn vyu iteln£ u jak@hokoliv typu analyzovand

vzorku.

PCR reakci p edchkz krok izolace nukleov ch kyselin (DNA/RNA). U vir jejich genom je
tvo en RNA je p ed PCR nutno prov@st reverzn transkripci (RT). Objev PCR v reklndm ase
(gPCR) nav c umo uje nejen detekci, ale tak@ kvantifikaci virov@ nklo e v r zn ch typech
matric. Neodpov daj ¢ v sledky tdto vysoce citlivd metody mohou b t zp sobeny
kontaminacemi, inhibic RT i/a PCR reakce nebo tak@ selhAn m v p edchkzej c m, kI ov@m
kroku anal zyvzorku izolaci nukleov ch kyselin. Proto by k zaji t n validn chv sledk m |
b tka d krok anal zy pati n kontrolovin. K tomuto @ elu je vyu V&n systdm pozitivn ch
a negativn ch kontrol. U virov chagens, obzvlk t t chjejich genomjetvo en RNA,je ast m

probl@dmem pr&v sprvnk volba kontroly izolace nukleov ch kyselin.

Dle doporu en norem (ISO 15216-1:2017 a ISO 15216-2:2013), kter@ jsou c leny na
problematick@ matrice jako je drobn@ ovoce, listovk zelenina, ml i, st ry prost ed a voda, je
kt mto® el mnejvhodn j pou ttzv. process control virus (PCV), kter se v definovan@m
mno stv p ed za ktkem anal zy p idk ke ka d@mu jednomu vzorku a tak slou jako kontrola
pr b hu jednotliv ch krok anal zy. Takov to virus by nem | b t patogenn pro lov ka
a zkrove bym | m tpodobnf fyzik&ln -chemick® vlastnosti, jako maj c¢ lovk patogenn agens.
Zkrove bym Ib tnagenetickd erovni dostate n odli n odc lov chpatogen , aby mohlb t
v RT-gPCR specificky prokkzAn, anem |I by se vanalyzovan ch vzorcch p irozen

vyskytovat.



Mezi agens, kterk jsou zArove nepatogenn pro lov ka, jsou pro tyto ® ely nej ast ji
pou VEna a zkrove spl uj dal specifikace ISO norem pat mutantn kmen mengoviru
(MCoy), felinn kalicivirus a murinn norovirus. P prava dostate ngho mno stv t chto vir
prob hk kultivac nabun n chlini ch. Jednk se o zdlouhav proces, p i em kultivace ka ddho
zvir mus mt zabezpe eny specifickd podm nky. Stm je spojeno uzp soben laborato e
pro prci sbun n mi kulturami. Nav ¢ p i rutinn m pou it takto p ipraven ch kontrol byly

zji t ny v znamn@ rozd ly mezi jednotliv mi ar emi.

e enm v e uvedengho problgmu je zalo it kontrolu procesu anal zy vzork na pom rn
jednoduch@ variant , MS2 f&g m podobn m Astic m (MS2 PLP). MS2 PLP jsou in vitro
p ipravendvirov@ £stice, do jejich genomu je mo n@vlo itjakoukoliv ¢ lovou molekulu RNA
(Pasloske 1998). Velkou v hodou je, evlo enk RNA je obalena kapsidou, a tak chrkn nkp ed
degradac vlivem v udyp tomn ch RN£z, ale zErove je mo nd jej uvoln n pro pot eby RT-
gPCR. P prava MS2 PLP prob hk v bakteri ch E. coli, co je v porovnEn sp pravou
vbun n ch kulturkch efektivn j a rychlej zp sob v roby, kter se di kontrolovat

v pr b hu produkce prost ednictv m zaveden ch kontroln ch bod .

2. P edm t funk n ho vzorku

C lem funk n ho vzorku bylo zav@st a standardizovat s@riovou v robu MS2 PLP a p ipravit tak
vhodn prost edek ke kontrole anal zy vzork na p tomnost neobalen ch virov ch agens
jejich genom je tvo en RNA. Do postupu p pravy MS2 PLP byly zavedeny kontroln body,
kter@ zaru , e kone n produkt standardizovan@ s@riov@ v roby bude, nez&visle na konkr@tn
produkovan@ ar i, vyrkb n ve vysok@ kvantit a nebude obsahovat kontaminuj ¢ proteiny i

molekuly DNA. Zkrove byly definovAny vhodn@ podm nky skladovAn tohoto prost edku.

3.  Vlastn popis metodiky funk n ho vzorku

3.1. P pravarekombinantn ch MS2 PLP

Unik&tn  kontroln sekvence (kombinace mitochondrifln DNA vakovlka tasménsk@ho,
Thylacinus cynocephalus, GenBank accession No. FJ515781.1 a ptika moa, Dinornis

struthoides, GenBank accession No. AY326187.1) byla vlo ena do klonovac ho m sta 2



(MCS2) vektoru pACYCDuet-1 (do tohoto klonovac ho m sta je mo n@ vlo it jakoukoliv jinou
¢ lovou molekulu DNA; PCR produkt). Do klonovac ho m sta 1 (MCS1) tohoto vektoru byl
nksledn ligovin PCR produkt amplifikovan z de novo syntetizovan@ sekvence nesouc
dimerizovan coat protein a His-tag. Vznikl plazmid byl transformovAn do bun k E. coli BL21
(DE3; Mikel et al., 2017); kontroln bod 1.

Bu ky E. coli BL21 (DE3) nesouc rekombinantn plazmid byly kultivoviny v LB m@diu
sp davkem chloramfenikolu (v slednk koncentrace 34 g/ml) pi 37 C/150 rpm na
horizont£ln kruhov@ t epa ce do optick@ denzity ODeoo = 1,7 a nAsledn v TB m@diu do
ODe00=0,8 (p davek chloramfenikolu - 34 g/ml, inkubace p i 37 C/150 rpm). Exprese byla
nksledn indukovank IPTG (kone nk koncentrace v roztoku 2 mM) a prob hala po dobu 16
hodin p i 37 C/150 rpm; kontroln bod 2.

Tato kultura ji s obsahem MS2 PLP byla centrifugovna p i 6700 g/15 min a k odebrangmu
supernatantu byly p id&ny nuklefzy: 200 U Turbo DNAza (Ambion, ThermoFisher Scientific),
2 500 U benzonkza (Sigma-Aldrich), 700 U RN£za A (Qiagen). Vzorek byl ultrasonikovin
a nksledn inkubovin 37 C/3 hod/200rpm; kontroln bod 3.

Purifikace MS2 PLP byla provedena kapalinovou chromatografi (FPLC) za pou it kolonky
HiTrap TALON Crude (GE Healthcare) kobalt chelata n chromatografie. Z skan roztok
MS2 PLP byl odsolen pomoc kolonek s membrinami Vivacon 10 kDa, MS2 PLP byly
nksledn eluoviny do STE (Sodium Chloride Tris- EDTA) pufru (pH = 7,5); kontroln bod 4.

3.2. Kvantifikace aov en kvality vyprodukovan ch MS2 PLP

Kvantifikace vyprodukovan ch MS2 PLP byla provkd na RT-gPCR. Sou Ast tohoto systdmu
je intern amplifika n kontrola a kvantifika n gradient ve form RNA (Mikel et al., 2017);
kontroln bod 5.

Struktura £stic byla ov ena elektronovou mikroskopi s pou it m barven 2% molybdenanem

amonn m:; kontroln bod 6.

Dal metodou pou itouk ov en kvality p ipraven ch MS2 PLP byl dynamick rozptyl sv tla
(DLS) m en na p stroji Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical). DLS ur hodnotu Z-

Average (d.nm) tzv. hydrodynamick pr m rm en ch Asticv nm. KI ovou hodnotou je tak@



polydisperzita (Pdl), kterk charakterizuje uniformitu distribuce m en ch Astic; kontroln bod
7.

3.3.  Kontroln body p i produkci MS2 PLP

Kontroln bod 1

Pomoc PCR reakc sinzer n (vtomtop pad 1. kombinace mitochondriZin DNA vakovilka
tasminskgho a ptkka moa a 2. sekvence nesouc dimerizovan coat protein a His-tag)
a vektorov specifick mi primery Ize ov it, zda tyto sekvence byly ®sp n vlo eny
do klonovac ho vektoru a plazmid byl transformovin do bun k E. coli BL21 (DE3). P tomnost

specifick ch inzert v klonovac m vektoru lze tak@ ov it sekvenovin m.

V sledkem jsou PCR produkty o specifick? velikosti a/nebo odpov daj ¢ sekvence nukleotid .

Kontroln bod 2

Po indukci exprese IPTG u nedoch£z k pomno ovin bun k E. coli BL21 (DE3). P i patnd
indukci exprese dochkz k pokra ovkn jejich r stu a vznikl£ peleta po centrifugaci kultury
inkubovan@ po dobu 16 hodin p i 37 C/150 rpm s p davkem IPTG jev t jakodenp edtm
p i ODeg00=0,8.

V sledkem je podobnk velikost pelety kultury kultivovand v TB m@diu do ODeeo=0,8
(p davek chloramfenikolu - 34 g/ml, inkubace p i 37 C/150 rpm) a kultury inkubovan@
16 hod/37 C/150 rpm s p davkem IPTG.

Kontroln bod 3
Po centrifugaci kultury s ji pomno en mi MS2 PLP a p idkn nukle£z se z roztoku odebere
20 1. P tomnost MS2 PLP je ov ena pou it m elektroforf@zy, vizualizace genomu v 1%

agar zovgm gelus p davkem ethidium bromidu, Sodium/Borktov pufr.

V sledkem je band o velikosti 1,5 kb (obrkzek 1).

Kontroln bod 4

P i purifikaci MS2 PLP (FPLC) elu n m pufrem s obsahem 200 mM imidazolu v pr b hu eluce
z kolonky se tvo charakteristick elu n peak .



Obrkzek 1: V sledek elektrofor@zy detekuj ¢ p tomnost MS2 PLP po centrifugaci kultury
(band o velikosti 1,5 kB).

Kontroln bod 5

Kvantifikace vyprodukovan ch MS2 PLP je provkd na RT-gPCR. Zkrove je sledovina
kontaminace p ipraven ch #stic DNA; p ipravend Astice jsou na ed ny 1000 a 10 000
a podrobeny RT-gPCR reakci do kter@ nen p id&n enzym reverzn transkriptfza.

V sledkem je standardn kvantitacca 1l 10'° MS2 PLP genomov ch ekvivalent / | roztoku
STE pufru.

Kontroln bod 6
Struktura Astic je ov ena elektronovou mikroskopi s pou it m barven 2% molybdenanem

amonn m.

V sledkem jsou virov@ Astice o specifickd velikosti a neporu enou kapsidou, kterd jsou

rovnom rn rozpt leny v zorn@m poli mikroskopu (obrkzek 2 a 3).

Kontroln bod 7
Dynamick rozptyl sv tla (DLS). DLS ur hodnotu Z-Average (d.nm, tzv. hydrodynamick
pr mr m en ch £stic vnm) a polydisperzitu (Pdl; charakteristika uniformity distribuce

m en ch Astic).

V sledkem je hodnota hydrodynamick@ho pr m r minim&ln 33 nm a maximé&ln hodnota

polydisperzity u purifikovangho homogenn ho vzorku do 0,170 (obrkzek 4).



3.4. Stanoven vhodn ch podm nek skladovin MS2 PLP

Kl ov m faktorem p i pou it MS2 PLP jako kontroly procesu anal zyr zn chtyp matric je
tak@ jejich dlouhodob@ skladovin . K tomuto ® elu byly zvoleny t i druhy kryoprotektant

or zn ch koncentrac ch (tabulka 1). Jako kontrola cel?ho experimentu byly pou ity MS2 PLP
v roztoku STE s obsahem bovinn ho s@rov@ho albuminu (BSA; 50 g/ml) bez obsahu
kryoprotektantu. Vzorky (koncentrace MS2 PLP) s obsahem kryoprotektant , v etn kontroly.
Mrazen na -20 C nen doporu eno kv li zv end inaktivaci MS2 PLP v porovnin
suskladn nm na -80 C (Olson et. al., 2004), proto byly jednotliv@ roztoky s Asticemi
zamrazeny na-80 C. Doba uskladn n byla stanovena na jeden,tia estm sc .Poukon en
dangho skladovac ho obdob byly MS2 PLP rozmrazeny. Integrita £stic byla ov ena pomoc
elektronov® mikroskopie, dynamick@ho rozptylu sv tla a RT-qPCR. Zkrove byla sledovina

odolnost Astic p i opakovan@m rozmrazen a zamrazen .

Tabulka 1: Druhy kryoprotektant a jejich koncentrace pou itd p i stanoven nejvhodn j ch
podm nek dlouhodobgho skladovin MS2 PLP.

Kryoprotektant Koncentrace 1 Koncentrace 2 Koncentrace 3
Dimethylsulfoxid (DMSO) 0,5% 2% 10 %

Sachar za 10 % 20 % 30 %

Trehal za 50 mM 200 mM 300 mM
Glycerol 10 % 20 % -

Glycerol a sachar za 10% glycerol v kombinaci se sachar zou (0,5 M)

Vp pad vy chkoncentrac (koncentrace 2 a 3, tabulka 1) v e uveden ch kryoprotektant

byla p i skladovAn pozorovAna £ste nk deformace tvaru £stic, ato u 1 po prvnm m s ci
experimentu. Zkrove dochkzelo k shlukovin MS2 PLP do et zkovit ch etvar a £ste ndmu
rozpadu. Ve v ech koncentrac ch sachar zy byla na £stic ch pozorovkna souvislk vrstva tgto
I£tky, nicm@n vznik et zkovit ch struktur byl i tak z eteln . Oproti tomu se p i dlouhodob@m
skladovin nejldpe osv d ily n zk@ koncentrace kryoprotektant (koncentrace 1, tabulka 1).
Uv echv euveden ch roztok kontroln metody potvrdily po adovanou kvalitu Astic i po
dobu skladovAn t m sc aopakovan@m rozmrazovin (obrkzek 2 a 3). P esto nejvhodn j m
kryoprotektantem k dlouhodob@mu skladovin MS2 PLP po dobu 6 m s ¢ se ukkzalab t 300
mM trehal za; struktura £stic nejevila v razn@ znfmky rozpadu nebo shlukovAn (obrkzek 4).



Negativn kontrola potvrdila nutnost pou it kryoprotektant k dlouhodob@mu uskladn n  £stic
pi-80 C. V sledky z skan@ anal zou negativh kontroly byly podobn@ jako u vzork

s obsahem vy ho procenta kryoprotektant . VV tomto p pad sice nedochkzelo ke shlukovin
fstic do et zkov ch etvar , ale byl pozorovAn jejich rozpad. B hem experimentu bylo tak@
zji t no, e MS2 PLP jsou stabiln i po p Iro n m skladovin pi4 C, co bylo ov eno na
zkklad porovnin hodnot Z-avg a Pdl po m en dynamick@ho rozptylu sv tla krktce po
vyprodukovin kstic apo estim s c chskladovin pi4 C (obrkzek 5 a 6).



Obrkzek 2: Fotografie elektronov@ mikroskopie MS2 PLP zamrazen ch po dobu jednoho
m scep iteplot -80 Csr zn mi kryoprotektanty. A 0,5% DMSO; B 10% Glycerol; C
10% Glycerol a 0,5 M Sachar za; D STE a BSA (50 g/ml); E 50 mM Trehal za; F 2%
DMSO.

100 nn
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Obrkzek 3: Fotografie elektronov@ mikroskopie MS2 PLP zamrazen ch podobut m sc
p iteplot -80 Csr zn mikryoprotektanty. A 0,5% DMSO; B 10% Glycerol; C 50 mM
Trehal za; D STE a BSA (50 g/ml).

Obrkzek 4: Fotografie elektronov@ mikroskopie MS2 PLP zamrazen ch po dobu estm sc
p iteplot -80 Cs300mM Trehal zou.
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Obrkzek 5: Porovn&n v sledk m en dynamick®&ho rozptylu sv tla MS2 PLP krktce po
produkci (A) apo 6 m s c ch skladovan pri4 C (B).
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Obrkzek 6: Porovnin fotografi elektronov@ mikroskopie MS2 PLP krktce po produkci (A)
apo6m scchskladovkn pi4 C(B).

3.5.  Postup pou it MS2 PLP p irutinn anal ze vzork

Z dodang@ho roztoku MS2 PLP o koncentraci 1 10° genomov ch ekvivalent /n je doporu eno
k dan@ navk ce ka ddho jednoho vzorku p idat 5 a nksledn prov@st izolaci nukleov ch
kyselin dle vhodngho metodick@ho postupu. Mno stv vzorku je stanoveno dle po adavku
pou it@ metody izolace. Doporu end mno stv  &stic p idan ch ke vzork m vych£z z postup

dan ch ISO 15216-1:2017. Vzorky je vhodn@ bez kroku zamrazen ihned analyzovat na
p tomnost neobalen ch vir jejich genom je tvo en RNA a prov@st kvantifikaci MS2 PLP,

kter@ pro ly cel m postupem anal zy dle Mikel et. al. 2015.
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Stanoven mno stv MS2 PLP je v reakci RT-gPCR provkd no metodou absolutn kvantifikace
a na zkklad kalibra n k ivky. Mno stv MS2 PLP v ka d@m jednom vzorku lze stanovit dle
nksleduj ¢ ho vzorce:

MS2PLP=(x/5) y

X po et kopi c le v reakci (stanoveno RT-gPCR)
y mno stv, do ktergho je eluovina izolovank nukleovk kyselina (ud&vino v )

Stanoven ¢ innosti celdho (kompletn ho) postupu anal zy ka d@ho jednoho vzorku lze prov@st
p epo tem podle n&sleduj ¢ ho vzorce:
® innost izolace (%) = MS2 PLP /5 108 100

* mno stv Astic aRNA, kterd bylo artifici€ln dod&no ke ka d@mu jednomu vzorku

Pokud se ® innost izolace pohybuje pod hodnotou 1 %, je doporu eno vzorek izolovand RNA
5 a 10 naedit. Pokud tento postup nepom e (hodnota ® innosti se po p epo tu stkle
pohybuje pod hodnotou 1 %), je nutno zopakovat izolaci RNA ze z&sobn ho duplikftu dangho

vzorku.

Mno stv genomov ch ekvivalent RNA viru (virovk nklo ) v 1 gnebo 1 ml vzorku lze stanovit
dle nksleduj ¢ ho vzorce:
virovk nklo =((x/5) y/z) (100/ce innostizolace MS2 PLP¥*)

X - po et kopi c le v reakci (stanoveno gRT-PCR)

y mno stv, do ktergho je eluovina izolovank nukleovk kyselina (udevino v 1)
z mno stv pou itgho vzorku pro anal zu (g nebo ml)

* - hodnota ® innosti analytick@ho postupu v %

3.6. Vyhodnocen kvality postupu v roby MS2 PLP

D ky optimalizaci krok produkce MS2 PLP exprimovan m v bakteri ch E. coli se poda ilo
zav@st standardizovan  postup s reprodukovateln mi v sledky. Pomoc jednotliv ch
kontroln ch bod je mo n@ monitorovat cel pr b h produkce MS2 PLP tak, aby byla
zaru ena dostate nk kvantita a kvalita Astic nezkvisle na jednotliv ch ar ch. Zkrove byly

stanoveny podm nky uskladn n a podm nky re£lngho pou it MS2 PLP v rutinn diagnostice.

4, Srovnkn novost postup

Kontrola celgho analytick@ho postupu u klinick ch vzork je pouze doporu ena, v p pad
sledovin v znamn ch z&stupc vir zp sobuj c ch aliment&érn onemocn n (noroviry a virus

hepatitidy A) je v potravinov ch matric ch a prost ed stanovena ISO 15216-1:2017. Vzhledem
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k vysok@ nkchylnosti RNA k degradaci, ke kterd m e dojt p i nevhodn@m zachfzen se
vzorkem ji b hem jeho navk en, je takovkto kontrola v ce ne vhodnk. K tomuto @ elu je
mo n@pou tMS2PLP. A koli je praktick@ vyu it t chto Astic v rutinn diagnostice pom rn
neobvykl@, kontrola anal zy ka dfho jednoho vzorku umo uje spolehlivou identifikaci
a kvantifikaci mno stv c lov ch (patogenn ch) neobalen chvir jejich genom je tvo en RNA
ve vy et ovan@m vzorku. Sou asn umo uje vylou it fale n negativn v sledek a ur it, ve
kter@m kroku anal zy vzorku do lo k selh&n . Ve spojitosti s doporu ovanou metodou izolace
RNA je takto zaveden komplexn p stup k detekci a p esn j kvantifikaci patogenn ch

neobalen chvir jejich genom je tvo en RNA v rozli n ch typech matric.

Funk n vzorek vychkz z postupu p pravy MS2 PLP £stic prov zkumnd e ely a jeho novost
spo VA ve spojen sv e uveden mi body ve standardizaci s@riovd v roby MS2 PLP pro
pot eby rutinn diagnostiky, stanoven stability v sledn ch £stic av zaveden kontroln ch bod

postupu p pravy MS2 PLP slou cchkov en kvality v sledngho produktu.

5. Uplatn n funk n ho vzorku

Technologie p pravy MS2 PLP p edstavuje mo nost kontroly celdho procesu pr kazu
neobalen ch RNA vir aodhalit tak chyby vznikl@ p i jednotliv ch kroc ch, od samotnf izolace
nukleov ch kyselin a po kvantifikaci pomoc RT-gPCR. Uveden koncept MS2 PLP
usnad uje vyu it Astic pro veterinkrn a hum#nn praxiiv zkumaumo uje validn anal zu

jednotliv ch vzork .

6. Ekonomickd aspekty

Pou it MS2 PLP je napracovi ti autor pln zavedenoapou VAno p irutinn diagnosticeip i
experiment&ln v voji metod. Vzhledem k tomu e do MS2 PLP lze vlo it jakoukoli ¢ lovou
sekvenci a p ipravit tak MS2 PLP p mo dle po adavk z#£kazn ka standardizovand ar e MS2
PLP je mo no tento produkt nab dnout tak@ biotechnologick m firm&m.

Dedikace
Funk n vzorek byl vytvo en v rEmci projektu TA R GAMA TG03010038.
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